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RESUMO

O objetivo central dessa tese foi estudar o papel das jungdes comunicantes (GJs) no processo de
maturacio da célula B e na patogénese da diabetes tipo 2. Para isso, foram utilizados dois modelos
animais. No modelo in vivo de maturacdo da célula B e do processo secretério de insulina foram
empregados ratos em varios estdgios do desenvolvimento (fetal, neonatal, jovem e adulto). No modelo de
diabetes tipo 2 foram utilizados camundongos C57BL/6, wild-type e knockout para o gene do receptor de
LDL (LDLR 7/), alimentados com dieta hiperlipidica.

No primeiro modelo de estudo, observamos, por técnicas morfoldgicas (imunocitoquimica) e de
biologia molecular (Western Blot, RT-PCR semi-quantitativo e gPCR) que a expressdo génica e protéica
de Cx36 e Cx43, se altera durante o desenvolvimento. Os dados de microinjecdo intracelular de tracadores
confirmam tais resultados que sugerem que ilhotas de ratos recém-nascidos apresentam menor nimero de
canais intercelulares associados a membrana e, conseqilentemente, um menor acoplamento intercelular
mediado pelas jungdes comunicantes em comparacdo as ilhotas de adultos. Esses resultados estdo de
acordo com a observacdo de que a célula B durante o periodo perinatal mostra uma menor resposta
secretéria a glicose e sugerem a participacdo da comunicacdo intercelular mediada pelas jungdes
comunicantes no processo de maturacao da célula B.

No caso do modelo in vivo de diabetes tipo 2, o estudo iniciou com a caracterizagdo do quadro
metabdlico e de aspectos da morfologia e morfometria do pincreas endécrino de animais submetidos ao
tratamento com a dieta hiperlipidica. Os dados obtidos demonstram que os animais submetidos a essa
dieta por um curto periodo de tempo ji apresentam alteracdes metabdlicas tipicas da fase inicial da
diabetes (hiperglicemia moderada, hiperinsulinemia, intolerancia 4 glicose e resisténcia a insulina), bem
como modifica¢des de pardmetros da morfometria do pancreas enddcrino. Posteriormente, foi analisada a
expressdo e localizacdo celular das protefnas juncionais (Cx36, Cx43 e ZO-1) e o aspecto funcional dos
canais formados pela GJ, através da microinjecdo de marcadores intracelulares. Observamos que os
animais tratados com dieta hiperlipidica apresentam tendéncia de diminuicdo de expressdo de Cx36
acompanhada por alteragdo no padrdao de marcacdo para essa proteina. Esses dados estdo de acordo os de
microinjecdo que revelam uma pequena diminuicdo do grau de acoplamento celular apds o tratamento
com a dieta hiperlipidica. As alteracdes observadas para Cx36 foram acompanhadas por modificagdes no
grau de expressdo e de localizacdo celular de ZO-1, proteina envolvida em processos como a organizacao
dos canais intercelulares da GJ na membrana e no furnover de vdrios subtipos de conexina. Esses
resultados indicam que a comunicag¢do intercelular, particularmente a mediada por canais formados pela

Cx36 parecem desempenhar importante papel na patogénese da diabetes tipo 2, desde sua fase inicial.
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ABSTRACT

Intercellular communication and adhesion among pancreatic B-cells are crucial for a proper insulin
biosynthesis and secretion. The aim of this work was to investigate the role of gap junction (GJ)
mediated-intercellular communication in the processes of maturation and dysfunction of B-cells.

It is well known that fetal and neonatal rat pancreatic B-cells exhibit a reduced insulin secretory
response to glucose and to other secretagogues as compared to adult ones. Based on this finding, we have
used Wistar rats at different stages of development (fetal, neonatal, young and adult) as a model of B-cell
maturation. As a model of type 2 diabetes, C57BL/6 mice (wild-type) and LDL receptor-deficient mice
were fed a high fat diet up to 60 days.

The cellular expression of GJ connexin (Cx) subtypes found in the endocrine pancreas (Cx36, Cx43
and Cx45) was assessed by immunohistochemistry, Western Blot, quantitative and semi-quantitative RT-
PCR. Our results indicate that young and adult endocrine pancreas express relatively high levels of Cx36
on B-cells in comparison with the other groups. Meanwhile, fetal and neonatal islets express
predominantly Cx43 on non B-cells located at the islet periphery. Islet microinjection of GJ tracers
revealed that neonatal B-cells display lower intercellular exchange of the cationic molecule Ethidium
Bromide (EB) in comparison with the adult ones, which is in accordance with their differences in Cx36
expression. No significant differences were found in expression and localization of Cx45 among all
animal groups.

Regarding the animal type 2 diabetic model, a metabolic characterization showed that the high-fat
diet for 60 days induces glucose intolerance, insulin resistance, hyperinsulinemia and moderate
hyperglycemia in both mice groups (LDLr knockout and wild-type groups). High-fat fed mice showed a
subtle decrease in Cx36 islet expression and in the B-cell intercellular exchange of EB in comparison with
the chow-fed group (control). We also observed an alteration in the pattern of Cx36 labeling in
immunohistochemistry assays. The high-fat diet induced a redistribution of Cx36 within the islets from a
disorganized pattern (more commonly seen in control mice) to a sub domain-pattern where Cx36 plaques
demarcate groups of B-cells. These changes in Cx36 islet distribution observed in high-fat fed mice were
accompanied by a similar pattern of immunolabeling for ZO-1, but an increase in its islet expression, a
tight junctional protein that seem to be involved in Cx turnover and membrane organization of Cx-made
channels.

Taken all together, these findings suggest that cell-cell coupling mediated by GJ may play an
important role in the pancreatic B-cell maturation observed during endocrine pancreas development as

well as in the early stages of type 2 diabetes pathogenesis.

viil



LISTA DE ABREVIATURAS

Cx: Conexina

GJ: Gap Junction (Jungdo Comunicante)

GTT: Teste de Tolerancia a Glicose

ITT: Teste de Tolerancia a Insulina

LDL: Low Density Lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade)

LDLR: Receptor de LDL

RO: Camundongo C57 knockout para o receptor de LDL (camundongo LDLR/")

ROd: Camundongo C57 knockout para o receptor de LDL alimentado com dieta hiperlipidica
R2: Camundongo C57 wild-type

R2d: Camundongo C57 wild-type alimentado com dieta hiperlipidica

Z.0-1: zonula occludens-1 (proteina associada a jungdo de oclusao)
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Capitulo 1

I. INTRODUCAO AO TEMA DA TESE

1. COMUNICACAO INTERCELULAR

A comunicagdo intercelular é um fendmeno de grande importincia para todos os organismos
multicelulares e visa coordenar vérias atividades celulares, tais como o metabolismo, a diferenciacdo e o
crescimento celular. De modo geral, existem duas formas bésicas de comunicacao intercelular. A primeira
delas envolve a liberagdo de mediadores quimicos no meio extracelular, tais como neurotransmissores,
hormonios, e outros fatores ativos. Nesta forma de comunicag¢do intercelular, as células contém receptores
especificos que sdo capazes de reconhecer tais substincias. A interacdo da molécula do mediador quimico
com o receptor especifico desencadeia sinal intracelular, que por sua vez culmina com determinado efeito

celular.

Quando mediadores quimicos sdo liberados na corrente sanguinea (hormonios), temos uma
comunicacdo endocrina. Neste caso, as células alvo se encontram distantes do sitio de liberagdo dos
mediadores quimicos. Entretanto, hd outro tipo de comunicacio, denominada comunicacio paracrina,
em que as células secretoras dos mediadores quimicos encontram-se proximas das células alvo. Se a
comunicacio ocorre entre um neurdnio € uma célula alvo (que pode ser outro neurénio ou também outro
tipo celular) e envolve a liberacdo de mediadores quimicos (neurotransmissores) na sinapse (quimica), a
comunicacgio é denominada neurécrina.

A segunda forma de comunicacdo intercelular ocorre em grupos de células que estdo acopladas
através das jungdes comunicantes. Nesse caso, o desencadeamento da resposta celular independe da
presenca de um receptor e também da liberagdo de um mediador quimico para o meio extracelular. Como
veremos a seguir, a “transmissdo” do sinal de uma célula para outra ocorre de forma direta, através de

canais intercelulares que compdem a estrutura da jun¢do comunicante.
2. ESTRUTURA E BIOQUIMICA DAS JUNCOES COMUNICANTES

A juncdo comunicante ou gap junction (GJ) constitui um tipo de juncdo intercelular, caracterizada
por uma regido de contato intercelular reconhecida pela aposi¢do singular das membranas de células
vizinhas e a presenca de canais intercelulares (Musil, 1994). As jung¢des intercelulares correspondem a
especializagdes da membrana plasmaética que interconectam todas as células organizadas em tecidos e/ou

orgios. Além da GJ, as jungdes intercelulares sdo formadas por outros trés tipos de estruturas: (1) a juncio
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de oclusdo ou tight junction, que ao microscopio eletronico aparece como uma série de sitios de aparente
fusdo das membranas laterais de células adjacentes; (2) a zonula ou fascie adherens, regido da membrana
de ancoragem dos microfilamentos de actina do citoesqueleto; e (3) os desmossomos, sitios da membrana
de ancoragem dos filamentos intermedidrios do citoesqueleto (Collares-Buzato, 2001; Farquhar e Palade,
1963). Estas trés tltimas juncdes representam essencialmente dispositivos de adesdo intercelular, enquanto
que as GJs, como j4 mencionado na se¢do anterior, sdo formadas por canais intercelulares envolvidos com

a comunicacdo intercelular (Collares-Buzato, 2001; Farquhar e Palade, 1963).

Ao microscdpio eletronico de transmissdo, a juncdo comunicante é observada como uma regido de
aproximacgdo, sem fusdo, das membranas adjacentes, delimitando uma fenda intercelular de
aproximadamente 30A de largura. Devido ao seu perfil ultra-estrutural, esse tipo de jungdo foi
denominada gap junction (do inglés, gap: fenda). Em réplicas de criofratura, suas membranas adjacentes
apresentam intimeras particulas protéicas integrais arranjadas em forma de placa ou disco.

No final da década de setenta, foi isolado, a partir de fra¢des enriquecidas de membrana provenientes
de figado de rato, o principal constituinte protéico da GJ denominado conexina 32 (Cx32) (Hertzberg e
Gilula, 1979). Desde entdo, tém sido identificados pelo menos outros 20 membros da familia das
conexinas (como por exemplo, Cx21, Cx26, Cx31, Cx33, Cx36, Cx40, Cx43, Cx45, Cx50, etc), que
diferem entre si pela massa molecular e pelas propriedades de permeabilidade dos canais que formam
(Mese et al., 2007; Laird, 2006; Séez et al., 2003; Musil, 1994). Os diferentes subtipos de conexinas sdo
codificados por védrios genes e expressos de forma espécie- e célula-especifica, isto €, cada tecido ou
célula de uma determinada espécie animal expressa um subtipo ou um conjunto de subtipos de conexinas

que lhe € caracteristico (Musil, 1994).

Na GJ, seis moléculas de conexina se arranjam num complexo hexagonal, denominado conexon, que
delimita um canal central (Musil, 1994). A juncdo comunicante resulta da interagdo de dois conexons,
cada um inserido na membrana de duas células adjacentes, com a formag¢do de um canal intercelular

hidrofilico que conecta os seus citoplasmas (Figura 1).
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Espaco Intercelular

Célula A CélulaB

Canal Conexina

Figura 1: Representacdo da estrutura da jungdo
comunicante, mostrando o arranjo hexagonal das

conexinas e a interagdo de dois conexons de células
Canal

adjacentes. Fonte: Collares-Buzato, 2001.

|

Membrana ———————Conéxon

O canal central formado pela interacio dos conexons permite a passagem de fons (como Ca*? K*,
Na*, CI', H") e moléculas com massa molecular inferior a 1 kDa como monossacarideos, aminoécidos,
nucleotideos e mensageiros intracelulares, tais como, o inositol trifosfato (IP;) e o0 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 jungdes comunicantes sdo acopladas elétrica e

metabolicamente, porém mantém sua individualidade genética e estrutural (Collares-Buzato, 2001).

Diferentes subtipos de conexinas podem estar associados entre si formando diferentes combinagdes e
essa caracteristica influencia de modo significativo as propriedades dos canais formados pelas GJs. Sdo
denominados conexons homoméricos aqueles que apresentam conexinas do mesmo subtipo em um
mesmo conexon. Enquanto que, nos conexons heteroméricos, observa-se a presenga de diferentes
subtipos de conexinas no mesmo conexon. Entretanto, com relacio aos canais formados, temos: canais do
tipo homotipico, quando os conexons das duas células apresentam a mesma constitui¢do, formando dois
hemicanais idénticos; ou canais do tipo heterotipico: quando os conexons das células adjacentes nao
apresentam a mesma constitui¢do, formando dois hemicanais distintos (Figura 2) (Mese et al., 2007;

Rozental et al., 2000).
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Jungido Comunicante

Heteromérica

Homuotipica
*
Homomérica
Heterotipica
Homomérica
Heterotipica
Figura 2: Representacio das combinacdes
possiveis para a formacdo de diferentes tipos de
Conexina conexons e canais formados das jungdes
Conexons H:"‘"'“'é_"':a comunicantes (Figura modificada a partir da
omotipica publicada em Mese et al., 2007).

A permeabilidade desses canais intercelulares ¢ modulada por uma série de fatores que atuam
promovendo a sua abertura ou o seu fechamento (Spray, 1994). Dentre esses fatores, podemos destacar: a
alteracdo na voltagem transjuncional, a acidificagdo do pH citoplasmdtico, o aumento na concentragao
intracelular de Ca** e a alteraciio da atividade de quinases que modificam a permeabilidade dos canais
através da fosforilacdo das conexinas (Sdez et al., 2003; Lampe e Lau, 2000; Giaume e Venance, 1998;
Kolb e Somogyi, 1991). Entretanto, a sensibilidade da GJ a esses fatores varia conforme o subtipo de
conexina e os tecidos envolvidos.

Estudos realizados em diferentes espécies animais e em linhagens celulares demonstram que as
conexinas interagem com proteinas em dominios especificos de sua por¢do citoplasmética (Hervé et al,
2007). Muitas delas sdo proteinas integrantes ou associadas aos outros tipos de juncdes intercelulares ou
proteinas componentes do citoesqueleto (Prochnow e Dermietzel, 2008; Hervé et al., 2007; Duffy et al.,
2002). A Figura 3 € uma representacdo esquemdtica das proteinas integrantes e associadas aos outros tipos
de juncdes intercelulares (juncao de oclusdo, juncdo aderente e desmossomos).

Com relacdo as proteinas da jun¢do de oclusdo, sdo reportadas interacdes entre conexinas e claudinas,
ocludina e também a ZO-1 (Prochnow e Dermietzel, 2008; Hervé et al, 2007; Duffy et al 2002). A
interacdo com a ZO-1 € verificada para alguns subtipos de conexinas e a hipétese vigente sugere um papel
importante da ZO-1 na organizagdo, furnover e recrutamento de moléculas sinalizadoras que regulam a
comunicacdo intercelular (Hervé et al., 2007; Girao e Pereira 2007; Segretain et al., 2004; Barker et al.,

2002). Particularmente no caso da Cx43, trabalhos empregando diferentes tipos celulares (fibroblastos,
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células de Sertoli e cardiomidcitos) e linhagens celulares verificaram a interacdo e/ou a co-localizacdo
dessa proteina com a ZO-1(Prochnow e Dermietzel, 2008; Hervé et al., 2007; Duffy et al., 2002; Girao e
Pereira 2007; Segretain et al., 2004; Barker et al., 2002). Outros estudos demonstraram a co-localizacdo
entre a ZO-1 e a Cx36, em neurdnios, linhagens celulares como a Hel.a e BTC-3, adrenal e inclusive em
ilhotas pancredticas (Li et al., 2004 a, b).

Com relacdo a juncio aderente, tem sido demonstrado que essa junc¢do exerce papel crucial para a
adequada formacio, manuten¢do e funcio das GJs (Meyer et al., 1992; Jongen et al., 1991; Kanno et al.,
1984). Tais estudos verificaram que o uso de anticorpos contra proteinas associadas a juncdo de adesdo
(Meyer et al., 1992; Kanno et al., 1984), ou a altera¢do da expressao génica de algumas dessas moléculas,
como por exemplo, a E-caderina (Jongen et al., 1991), afeta a formacdo/montagem das GJs e o
acoplamento celular mediado por essa jungdo, comprovado pela inibi¢do da passagem do Lucifer Yellow,
substancia fluorescente impermedvel a membrana plasmitica mas que passa por difusdo pelos canais
intercelulares da GJ.

Adicionalmente, tem sido reportada a intera¢do entre membros da familia das cateninas como a [-
catenina e a Cx43, sugerindo que além do papel estrutural desempenhado por essa proteina ela também
possa modular a expressdo génica dessa conexina, como verificado em cardiomidcitos (Ai et al., 2000) e

na linhagem de células epiteliais renais MDCK (Simcha et al., 1998).
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Figura 3: Representagdo esquematica das proteinas integrantes e associadas as juncdes intercelulares constituintes do complexo
unitivo (jungdo de oclusdo, juncdo aderente e desmossomos) e suas interagdes com componentes do citoesqueleto.
Fonte: Collares-Buzato, 2001.

3. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DAS JUNCOES COMUNICANTES

Evidéncias tém apontado um importante papel para as GJs em varios processos celulares, como a
manutencio da homeostasia celular, controle da proliferacio e da diferenciacio celular (Musil, 1994).
Também tem sido demonstrada a importancia dessas juncdes durante o desenvolvimento embriondrio, no
qual as GJs constituem canais através dos quais morfégenos sio transferidos, contribuindo assim para o

processo morfogenético (Leclerc, 1994).
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Em tecidos excitdveis, os canais da GJ parecem funcionar como canais de K*, mediando tanto a
sincronizacdo elétrica quanto a rdpida conducido do impulso nervoso pela sinapse elétrica no sistema
nervoso central, assim como a propagacdo da onda de contracdo cardiaca, permitindo o batimento
sincronico e ritmico do coragdo (Rozental et al., 2000; Spray, 1994). Nesse sentido, a disfun¢io da juncdo
comunicante no musculo cardiaco, tem sido associada a algumas cardiopatias, tal como a Doenca de

Chagas (Campos de Carvalho et al., 1992) e arritmias cardiacas (Tribulova et al., 2008).

Nas células do cristalino, as GJs funcionam como canais através dos quais metabdlitos sdo trocados
livremente entre as células acopladas. Como o aporte de nutrientes para as células localizadas mais
centralmente no cristalino é baixo, o acoplamento metabdlico entre as suas células possibilita o
fornecimento de nutrientes por toda a sua extensdo. Dessa forma, o comprometimento das GJs no

cristalino tem sido associado a alguns tipos de catarata congénita (Baruch et al., 2001).

Nas células de Schwann, as GJs formam canais “reflexivos” (que conectam diferentes regidoes da
mesma célula) que também permitem a passagem de pequenos metabodlitos e mensageiros intracelulares,
promovendo a troca de nutrientes necessdria entre a regido perinuclear da célula e seus prolongamentos
citoplasmaéticos (Collares-Buzato, 2001). A disfuncdo desses canais, formados pela Cx32, na célula de
Schwann estd implicada na etiologia da doenca de Charcot-Marie-Tooth ligada ao cromossomo X, uma

neuropatia periférica humana (Ressot e Bruzzone, 2000; Spray e Dermietzel, 1995).

No musculo liso e células secretoras de glandulas exdcrinas e enddcrinas, as GJs funcionam

. . . 2 . . . ~
primariamente como canais de Ca™ e de outros mensageiros intracelulares, colaborando para uma ativagao
simultdnea ou coordenada das células nesses tecidos durante a contracdo muscular e o processo de

secrecdo, respectivamente (Meda, 1996, 1993; Spray, 1994).

4. JUNCOES COMUNICANTES E PANCREAS ENDOCRINO

O pancreas enddcrino € constituido por quatro tipos celulares com fung@o enddcrina: as células B ou 3,
secretoras de insulina; as células A ou a, secretoras de glucagon, as células D ou J, secretoras de
somatostatina e as células PP ou F, que secretam o polipeptideo pancredtico (Orci, 1976; Orci e Unger,
1975). A propor¢do e distribuicdo desses tipos celulares nas ilhotas pancreaticas sdo discretamente
diferentes dependendo da espécie animal. No caso de ilhotas de ratos adultos, as propor¢des aproximadas
de cada tipo celular em relacdo ao volume total da ilhota sdo: 60-70% de células B, 20-25% de células A,

5-10% de células D e < 1% de células PP (Genuth, 1998).
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Os principais produtos de secre¢do das ilhotas pancredticas sdo os hormonios insulina e glucagon,
que atuam coordenando o fluxo e o destino metabdlico da glicose endégena, bem como, indiretamente,
dos 4cidos graxos livres, dos aminodcidos e de outros substratos, atendendo assim as necessidades
energéticas do organismo. Como a insulina é o tinico hormdnio produzido pelo organismo com acio
hipoglicemiante, deficiéncias na secrecdo deste hormonio ou na resposta dos tecidos a agdo da insulina
acarretam no desenvolvimento de uma doenga cronica e potencialmente fatal denominada diabetes
mellitus.

Fisiologicamente, a secrecido da insulina € estimulada ou inibida por uma série de fatores. Os estudos
sobre a estimulacdo da secrecdo em resposta a glicose recebem destaque, dada a importancia dessa
molécula no metabolismo e seu efeito agudo e estimulatdrio sobre a secrecao de insulina. Como exemplos
de outros fatores estimuladores, temos: aminodcidos, potdssio, 4cidos graxos livres, gliceraldeido,
cetodcidos, glucagon, acetilcolina, entre outros (Genuth, 1998; Mendonga et al., 1998).

O padrdo bifdsico de secre¢do de insulina em resposta a glicose, como o apresentado por ilhotas de
animais adultos, envolve pelo menos duas vias sinalizadoras, a via dependente de canais de potdssio
sensiveis a0 ATP (Karp) € uma via menos estudada, denominada via independente de canais de Karp
(Straub e Sharp, 2002; Komatsu et al., 1997). De modo resumido, os principais eventos envolvidos com a

via dependente de canais de Karp sdo:

Entrada da glicose no interior da célula através da difusdo facilitada pelo transportador

especifico GLUT-2;

= Aumento da concentracdo intracelular de ATP, da relagdo ATP/ADP e das concentracdes de
NADH, NADPH e H" promovido pelo metabolismo ou oxidag¢io da glicose a piruvato;

= Fechamento dos canais de Karp em resposta ao aumento da relacio ATP/ADP, causando
supressdo do efluxo de K* proveniente da célula B e conseqiiente despolarizacdo da
membrana da célula;

= Abertura de canais de Ca** sensiveis 2 voltagem, que promovem a entrada e o aumento da
concentracao citoplasmdtica desse fon na célula;

= Ativacdo dos mecanismos envolvidos com a exocitose dos granulos secretérios devido a

elevada concentracgdo de Ca** intracelular, [Ca+2]i.

Nesse contexto, os canais intercelulares das jun¢des comunicantes atuam “transmitindo” o aumento

. P 2 . . . 2
citossélico de Ca™, desencadeado pelo metabolismo intracelular da glicose de uma célula B a outra,
contribuindo assim, para sincronizar e otimizar a resposta secretéria de insulina em funcio do tipo e

intensidade do estimulo (Calabrese et al., 2003; Jonkers et al., 1999). Além disso, a comunica¢do
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intercelular via GJ também € importante para balancear (diminuir e/ou corrigir) a heterogeneidade das
células B, que diferem com relacio a biossintese e resposta secretdria de insulina a secretagogos,
permitindo que diferentes subpopulagdes de células B tenham respostas funcionais semelhantes (Nlend
Nlend et al., 2006; Meda, 1997).

Virias evidéncias t€m indicado a importincia do acoplamento das células B no controle da secrecao
de insulina. Células B das ilhotas pancredticas, quando isoladas, mostram comprometimento da resposta
secretéria estimulada e diminuicdo na biossintese de insulina (Halban et al., 1982; Pipeleers et al., 1982).
Entretanto, quando os contatos celulares entre as células B sdo restabelecidos, ocorre pronta recuperagcao
dessas funcdes (Halban et al., 1982). Estudos in vivo e in vitro ttm demonstrado que a estimulacdo da
liberacdo da insulina pela glicose e outros secretagogos estd associada a um aumento no acoplamento das
células B (Meda et al., 1991, 1979). Em contraste, condi¢cdes experimentais que inibem a secrecdo de
insulina resultam em diminui¢do ou bloqueio do acoplamento entre células B, enquanto o bloqueio
farmacoldgico das GJs altera a fungdo secretdria das células B (Meda et al., 1990, 1983).

Tem sido demonstrada a presenca de dois principais subtipos de conexinas em ilhotas pancredticas de
roedores: a conexina 43 e a conexina 36. Dentre elas, a Cx43 tem sido a mais estudada nesse tecido e sua
expressao parece estar relacionada com um maior acoplamento intercelular no pancreas endécrino, como
verificado em alguns estudos in vitro (Vozzi et al., 1995; Meda et al., 1991).

Entretanto, estudos posteriores revelaram que a Cx36 € a principal proteina formadora dos canais
estabelecidos entre as células B das ilhotas (Serre-Beinier et al., 2000). Este subtipo de conexina foi
originalmente identificado em neurdnios e pode ser expresso por outras células do sistema nervoso central
e retina (Sohl et al., 1998). No pancreas enddcrino, um papel central para essa conexina tem sido sugerido
pela observacdo de que o nivel de expressdo da Cx36 correlaciona-se com o grau da resposta secretora de
insulina a glicose das células B in vitro (Leite, 2002; Serre-Beinier et al., 2000).

Além das conexinas ji citadas (Cx36 e Cx43), a Cx45, outro subtipo de conexina, foi também
detectado no pancreas enddcrino (Serre-Beinier et al., 2000; Meda et al., 1993). Entretanto, um recente
estudo utilizando animais transgénicos em que se substituiu a regido codificadora para Cx45 por um gene
repérter, permitiu a localizagdo exata dessa conexina em células musculares lisas de vasos de pequeno
calibre dentro da ilhota (Theis et al., 2004).

Trabalhos tém demonstrado nas linhagens de células B, MING6 e INS-1E, que niveis adequados de
Cx36 sdo requeridos para uma apropriada secrecdo de insulina estimulada pela glicose ou por
secretagogos nao-metabolizdveis (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

sincronizacdo do aumento oscilatério da concentracdo intracelular de célcio induzido pela glicose.
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Trabalhos preliminares ja haviam demonstrado que grupos de células B apresentam oscilagdes de [Ca*’];
mais regulares, de maior amplitude e freqiiéncia, em comparagdo a células B isoladas (Jonkers et al.,
1999; Gilon e Henquin, 1995; Gylfe et al., 1991). Jonkers et al. (1999) realizaram experimentos em que
grupos de células B foram expostos ao heptanol, agente amplamente utilizado como bloqueador das GJs.
O tratamento com o heptanol resultou em diminui¢io da amplitude das oscilagdes de [Ca**]; induzidas pela
glicose 0 que os levou a sugerir que as jungdes comunicantes devam desempenhar importante papel na
coordenacio desse aumento oscilatério de [Ca*]; induzido pela glicose.

Posteriormente, Calabrese et al. (2003) demonstraram que uma significativa reducdo da expressao de
Cx36 na linhagem MING6, obtida através da exposi¢cdo a um oligonucleotideo antisense desta conexina,
induziu um marcante comprometimento na sincronizacdo das oscilagdes da concentracdo de cdlcio
intracelular induzida por glicose, entre células B adjacentes.

Além da importancia da juncdo comunicante para a fungdo do pancreas enddcrino, em especial a da
célula B, também tem se estudado o papel de outras juncdes nesse Orgdo. Recentes evidéncias tém
indicado a relevancia da adesao celular mediada pela junc¢do aderente para adequada secrecdo de insulina
(Lilla et al., 2003; Bernard-Kargar et al., 2001; Hauge-Evans et al., 1999). Trabalhos com a linhagem de
células B MIN6 mostram uma correlagao direta entre o grau a expressdo de E-caderina, proteina associada
a jun¢do aderente, e a secrecdo de insulina induzida pela glicose (Lilla et al., 2003; Hauge-Evans et al.,
1999). Bernard-Kargar e colaboradores também verificaram essa correlagdo entre o grau de expressdo de
outra protefna associada a juncdo aderente, a N-CAM e a secre¢do de insulina induzida pela glicose em

células B isoladas de ilhotas de ratos adultos.

5. MODELOS DE ESTUDO EMPREGADOS

Apesar de existirem na literatura varios estudos in vivo e in vitro que investigaram o papel das
jungdes comunicantes na fungdo endécrina do pancreas, particularmente na da célula B, ainda € limitado o
conhecimento sobre a participacdo do processo de comunicacao intercelular, mediado por essas juncdes,
em modelos de matura¢do do mecanismo de secre¢do de insulina e de disfun¢do do pancreas enddcrino
que ocorre na diabetes tipo 2.

Nesse contexto, surgiu o interesse em investigar a importincia das jun¢des comunicantes em modelos
in vivo de maturagdo do processo secretério de insulina sob condi¢des normais e de comprometimento

progressivo do processo de secrecdo de insulina que ocorre durante a patogénese da diabetes tipo 2.

10
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No modelo de maturacio in vivo do processo secretdrio de insulina foram utilizados ratos Wistar em
diferentes estdgios do desenvolvimento, enquanto que, no modelo in vivo de comprometimento
progressivo do processo secretério de insulina objetivou-se induzir um quadro de diabetes tipo 2 através
da administracio de dieta hiperlipidica em camundongos C57BL/6 e C57BL/6 LDLR " (animais knockout
para receptor de LDL) .

Nas secdes subseqiientes, apresenta-se uma breve introdu¢do acerca dos modelos de estudo utilizados

nessa tese.

5.1 MODELO DE MATURACAO IN VIVO DO PROCESSO SECRETORIO DE INSULINA

As ilhotas de fetos e recém-nascidos de roedores exibem uma reduzida resposta secretdria de insulina
a glicose e a outros secretagogos em comparagdo com ilhotas de animais adultos (Mendonga et al., 1998;
Boschero et al., 1988). Entretanto, os mecanismos envolvidos nessa deficiéncia ndo estio totalmente
esclarecidos.

Evidéncias mostram que, durante a fase fetal e nos estdgios iniciais da vida neonatal, a resposta
secretéria de insulina a glicose e o influxo de Ca** sdo deficitdrios em relagio aos observados na fase
adulta. Ainda, o padrio bifdsico de secre¢do ndo € encontrado no periodo perinatal. Essas caracteristicas
s6 passam a ser observadas a partir do 3° dia ap6s o nascimento (Black et al., 1994; Fletcher e Ways,
1991; Hole et al., 1988). A secrecdo bifasica de insulina depende do desenvolvimento de sistemas de
amplificacdo como o dependente da isoforma da proteina quinase Ca (PKCa), que por sua vez, s6 é
detectada nas células B de ilhotas de ratos recém-nascidos apenas a partir do 3° dia de vida (Fletcher e
Ways, 1991).

A resposta secretéria de insulina diminuida em ratos recém-nascidos também pode ser atribuida ao
comportamento alterado dos canais de K' sensiveis ao ATP (K'srp); 2 imaturidade da membrana
plasmética, que nio se despolariza de modo suficiente e também ao niimero reduzido de canais de Ca*
e/ou a resposta reduzida dos mesmos a estimulacio pela glicose, resultando assim, em um influxo e
acdmulo de Ca™ reduzidos no citoplasma (Mendonga et al., 1998; Boschero et al., 1993, 1992; Black et
al., 1994, Hole et al., 1988).

Entretanto, experimentos in vitro demonstram que ilhotas de ratos recém-nascidos cultivadas por
tempo prolongado apresentam melhora (ou aumento) da secrecdo de insulina em resposta a estimulagdo a

glicose (Leite et al., 2005; Collares-Buzato et al., 2004, 2001; Crepaldi et al., 1997). Concomitantemente a

esse processo de maturacdo da maquinaria secretéria de insulina, observado in vitro, ocorre um aumento

11
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na expressio de algumas proteinas associadas as juncdes, comunicante, aderente e de oclusdo nas células
das ilhotas pancredticas (Leite et al., 2005; Collares-Buzato et al., 2004, 2001).

Apesar desses estudos in vitro de certa forma mimetizarem a maturagido das células B e da secrecdo
de insulina observadas in vivo, consideramos relevante a elucidac¢do de possiveis mecanismos, que estejam
diretamente relacionados com esse processo in vivo. Além disso, € importante salientar que o papel da GJ

no processo de maturacao in vivo nio foi ainda investigado.

5.2 MODELO IN VIVO DO COMPROMETIMENTO PROGRESSIVO DO PROCESSO SECRETORIO DE
INSULINA

Dados da literatura revelam que camundongos C57BL/6 desenvolvem um estado de diabetes melittus
ndo dependente de insulina (tipo 2) como resultado da ingestdo de racdo com alto teor de lipidios (Shafrir
et al., 1999; Winzell e Ahrén, 2004; Surwitt et al., 1988; De Souza et al., 2005). A administracdo de dieta
hiperlipidica por um periodo que varia do relativamente curto ao prolongado (de algumas semanas a
meses) induz nestes animais uma moderada hiperglicemia (jejum e pds-prandial) e hiperinsulinemia,
caracterizando um quadro de intolerdncia a glicose e resisténcia periférica a insulina tipico da diabetes tipo
2.

Dentre as varias linhagens de camundongos, a linhagem C57BL/6J parece ser a mais sensivel a dieta,
devido possivelmente a uma pré-disposicio genética (Surwitt et al., 1988). Por se tratar de uma linhagem
altamente “inbred’, os camundongos C57BL/6J parecem possuir uma vulnerabilidade metabdlica que
quando desafiada por dieta ou outras manipulagdes resulta em obesidade e severo distirbio da homeostase
glicémica.

Outra linhagem de animais utilizada em estudos relacionados com administragao de dieta hiperlipidica
é a de animais knockout para receptor de LDL (C57BL/6 LDLR7/), animais naturalmente
hipercolesterolémicos devido a manipulacio genética (Ishibashi et al., 1993). Entretanto, o intuito desses
trabalhos foi o de investigar o processo de ateroesclerose associado a resisténcia periféria a insulina, a
diabetes tipo 2 e a obesidade (Drolet et al., 2006; Merat et al., 1999).

Tendo em vista que estudos voltados para a investigagdo da repercussdo da ingestdo de dieta
hiperlipidica na funcio pancredtica enddcrina de animais LDLR knockout sdo escassos na literatura, nos
pareceu interessante utilizd-los em nosso trabalho e também estabelecer comparacgdes da resposta desses
animais com a dos animais C57BL/6 (wild-type) ap6s a administracdo de tal dieta. O envolvimento da GJ

na patogénese da diabetes tipo 2 empregando tal modelo ndo tem sido diretamente estudada.
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I1. OBJETIVOS

O objetivo geral dessa tese foi investigar a importancia do acoplamento celular mediado pelas jungdes
comunicantes na fungcdo enddcrina das células B, utilizando para isso modelos animais que se diferenciam
quanto ao grau de secrecao de insulina:

e modelo de maturacio in vivo do processo secretorio: utilizou ratos Wistar em varios estigios

do desenvolvimento (fetal, neonatal, jovem e adulto);

e modelo de comprometimento progressivo do processo secretorio: utilizou-se um modelo de

diabetes tipo 2 em camundongos C57BL/6 normais, e animais da mesma linhagem knockout para

o gene do receptor de LDL (LDLR /) alimentados com dieta hiperlipidica por 30 ou 60 dias;

No intuito de solucionar a problemdtica proposta, investigou-se o grau de expressdo protéica e génica,
bem como a distribui¢do celular dos principais subtipos de conexinas identificados no pancreas enddcrino:
Cx36, Cx43 e Cx45. Para isso, foram utilizados métodos morfoldgicos (histotécnica, imunocitoquimica) e
de biologia molecular (immunoblot, RT-PCR semi-quantitativo e qPCR). Além disso, avaliamos o
aspecto funcional dos canais constituidos por esses subtipos de conexinas através da técnica de
microinjecdo de tracadores em células de ilhotas isoladas de animais de grupos representativos para os

dois modelos animais.
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II1. ESTRUTURA DA TESE

Esta tese estd estruturada em seis capitulos. O presente capitulo apresenta uma introducdo geral ao
tema central da tese que € a juncdo comunicante, aqui estudada em modelos in vivo de maturacdo e
disfuncdo da secrecdo de insulina pelo pancreas enddcrino de ratos e camundongos, respectivamente. Os
resultados obtidos foram organizados nos trés capitulos subseqiientes e os dois ultimos capitulos trazem,
respectivamente, as conclusdes gerais obtidas com o desenvolvimento dessa tese (Capitulo V) e a lista de
referéncias bibliogréficas (Capitulo VI) utilizadas nos capitulos I, IIl e I'V.

Os resultados referentes ao modelo de maturacdo in vivo do processo secretério de insulina estdo
estruturados em forma de artigo cientifico (Capitulo II). Os dados relacionados com o estudo do papel da
juncdo comunicante na patogénese da diabetes tipo 2 estdo reunidos nos Capitulos III e IV.

O Capitulo III apresenta os resultados que caracterizam o modelo de diabetes tipo 2 aqui utilizado.
Para tal, foram analisados parametros metabdlicos, funcionais e morfométricos do pancreas enddcrino de
camundongos C57BL/6 (wild-type) e LDLR'/" (knockout para receptor de LDL) alimentados por 30 ou 60

dias com dieta hiperlipidica. Ja no Capitulo IV apresentamos os dados referentes a estrutura e funcio da

juncdo comunicante nesse modelo de diabetes tipo 2.
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GAP JUNCTION-MEDIATED CELL-CELL COUPLING AND CONNEXIN EXPRESSION

DURING MATURATION OF RAT PANCREATIC ISLETS.

ABSTRACT

Cell coupling mediated by gap junctions (GJ) contributes to an appropriate insulin secretion in the
endocrine pancreas. The aim of this work was to investigate the cellular expression and localization of
gap junction-associated proteins (Cx36, Cx43 and Cx45) in pancreatic islets from rats of different ages
(fetus, newborn, young and adult) that display different degree of maturation of the insulin secretory
machinery. By Western Blot and immunohistochemistry, we found no significant differences in
expression and localization of Cx45 among all animal groups. The Cx45 immunostaining in endocrine
pancreas was restricted to intra-islet capillaries and the exocrine pancreas. For the other subtypes of
connexins, we observed that fetal and neonatal islets express predominantly Cx43 on non B-cells
located at the islet periphery whereas young and adult endocrine pancreas express high levels of Cx36
on B-cells in comparison with the other groups, as confirmed by immunohistochemistry,
immunoblotting and quantitative and semi-quantitative RT-PCR. Islet microinjection of GJ tracers
revealed that neonatal islets display lower intercellular exchange of the cationic molecule Ethidium
Bromide in comparison with the adult ones, which is in accordance with their differences in Cx36
expression. Taken all together, these findings suggest a putative relationship between degree of
maturation of the insulin secretory machinery and a distinct pattern of connexin expression and cell-

cell coupling in pancreatic islets during animal development.

KEY WORDS: gap junction, connexins, insulin secretion, pancreatic islet, development

RUNNING TITLE: Connexins in the pancreatic islet during development.
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INTRODUCTION

Attention has been directed to the similarities between perinatal pattern of insulin secretion and the
prediabetic state. Fetal and neonatal islets exhibit a reduced secretory response to glucose and to other
secretagogues as compared to adult islets (Mendonga et al., 1998; Boschero et al., 1988). The nature of the
relatively poor glucose-dependent insulin release during perinatal period is not fully understood. The
maturation of the secretory response is supposed to be influenced by many factors, including fuel
metabolites, neurotransmitters signalling pathway leading to release of the insulin secretory granules,
hormones (e.g. prolactin, GH) and by islet culturing (Leite et al., 2005; Collares-Buzato et al., 2001;
Mendonga et al., 1998; Black et al., 1994; Boschero et al., 1993, 1988; Brelje and Sorenson, 1991; Grill et
al., 1981). These agents or experimental conditions may influence or act on several steps of the
intracellular signalling pathway leading to release of the insulin secretory granules.

Cell-to-cell contacts mediated by gap junctions (GJs) are crucial for a proper secretory response by
the endocrine pancreas. The synthesis and release of insulin are markedly altered after dispersion of B-
cells in vitro, but rapidly recovered after cell reaggregation, indicating that the secretory mechanism
depends on intercellular interactions within the pancreatic islet (Halban et al., 1982; Bosco et al., 1989;
Pipeleers et al., 1982). Several studies in vivo and in vitro have demonstrated that insulin secretion
stimulated by glucose and other secretagogues is associated with an increased GJ-mediated coupling
between B-cells, whereas the pharmacological blockage of GJ channels impairs the secretory function of
these islet cells (Ravier et al., 2005; Leite et al., 2005; Meda et al., 1991, 1990, 1983, 1979). Nevertheless,
the role of the GJ in the in vivo maturation process of the endocrine pancreas has not been evaluated.

In this work, we investigated the cellular expression and localization of gap junction-associated
proteins (Cx36, Cx43 and Cx45) in pancreatic islets during animal development. We found that young and
adult rat islets show significant higher expression and content of Cx36 when compared to fetal and
neonatal ones. Meanwhile, the subtype of connexin predominantly expressed in the pancreatic islets at the
early stages of development is Cx43; this subtype was mainly expressed by non B-cells located at the islet
periphery, as revealed by immunohistochemistry. In accordance with a relatively low Cx36 expression,
fetal/neonatal B-cells displayed a lower intercellular coupling, as assessed by tracer microinjection, in
comparison with the adult ones. These findings may indicate a differential pattern of connexin expression
during animal development and a relationship between the in vivo maturation of the insulin secretory

machinery and the cell-cell coupling mediated by gap junctions.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Chemicals, reagents and all culture media were supplied by Sigma (St. Louis, MO) or Invitrogen
Gibco (NY, USA). Culture medium supplements were purchased from Cultilab, Nutricell (Campinas, SP,
Brazil) or Gibco. All sterile plastic materials were purchased from Corning (Corning, NY) or Falcon
(Becton Dickinson Inc., Oxford England). Primary antibodies and tetramethylfluorescein isothiocyanate
(FITC)- or tetramethylrodhamine isothiocyanate (TRITC)-conjugated secondary antibodies were
purchased from Sigma (St. Louis, MO), Zymed (San Francisco, CA), Dako (Carpinteria, CA) or
Chemicon International Inc. (Temecula, CA). The GJ tracers, Lucifer Yellow and Ethidium Bromide were

supplied by Sigma (St. Louis, MO).

Animals

Foetus (F) (in the 20" day of embryonic life) and neonatal (N) male and female Wistar rats (1-2 days
old), young (Y) (21 day old) and adult (A) (3- 4 months old) male Wistar rats were obtained from the
breeding colony at the State University of Campinas (Brazil) or at the University of Geneva (Switzerland).
The animals were housed and subsequently killed to obtain the pancreas in accordance with the guidelines
of the Institutional Committee for Ethics in Animal Experimentation (UNICAMP and University of

Geneva).

Morphological studies

The cellular location of the gap junctional proteins and insulin was determined by a double indirect
immunofluorescence technique in frozen sections of pancreas of foetus (F), newborn (N), young (Y) and
adult (A) rats. The pancreas fragments were frozen in n-hexane with liquid nitrogen, and cryostat sections
(8 um) of pancreas were picked up on aminopropyltriethoxysilane-coated glass slides. For Cx36 and Cx45
detection, the sections were fixed with acetone at -20°C for 3 min, whereas for Cx43 detection, the
sections were then fixed with 2% paraformaldehyde (in phosphate-buffered saline, PBS, pH 7.4) for 8 min
and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 0.05 M Tris-buffered saline (TBS, pH 7.4) for 5 min.
Thereafter, sections were incubated for 1 h with 5% of dry skimmed milk in TBS ( pH 7.4) and then with
the following primary antibodies at the indicated dilutions: rabbit anti-Cx36 (dilution 1:25) (Zymed, Cat
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number 516300), mouse anti-Cx43 (dilution 1:50) (Zymed, Cat number 138300) and mouse anti-Cx45
(dilution 1:50) (Chemicon , Cat. number MAB-3101). The period of incubation in the case of Cx43 and
Cx45 was overnight at 4°C and for Cx36 was 2 h at room temperature (RT). Following incubation with
the specific secondary antibody conjugated with FITC (Sigma) (dilutions 1:75, 1:150 and 1:100 were used
for Cx36, Cx43 and Cx45, respectively), the sections were incubated with guinea pig anti-insulin antibody
(Dako) (dilution 1:125) for 1h and 30min. After washing with TBS, the sections were submitted for 2 h
incubation at RT with the specific secondary antibody conjugated with TRITC (Sigma) (dilution 1:150).
Then the sections were mounted in a commercial antifading agent (Vectashield, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). All cell labellings were observed using a confocal laser scanning microscope
(CLSM: Bio-Rad MRC 1024 UV; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA; or Zeiss LSM 510 META,
Germany). To allow comparison among all animal groups studied, islets from F, N, Y and A animals were
analysed at the same microscopic examination session. The specificity of the primary antibodies was
tested by omitting the incubation step with these antibodies in pancreas sections and incubating them with

a same volume of 3% dry skimmed milk in TBS instead (negative controls, not shown).

Western Blot

Immunoblotting for detecting the expression of junctional proteins in pancreatic islet cells was done
in isolated islets of F, N, Y and A rats. Islets were isolated by collagenase digestion of the pancreas and
cultured overnight as previously described (Leite et al., 2005). A pool of at least 1000 islets from each
experimental group was homogenized by sonication in an anti-protease cocktail (10 mM imidazole, pH
8.0, 4 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 pg of pepstatin A/ml, 200 KIU of aprotinin/ml, 2.5 png of
leupeptin/ml, 30 pg of trypsin inhibitor/ml, 200 uM DL-dithiothreitol, DTT, and 200 uM PMSF). The
total protein content of this lysate was determined using a DC protein assay kit (Bio-Rad). Samples of
each experimental group containing 70 pg of total protein were incubated for 1 h at 37°C with 30% of the
total volume with 5X concentrated Laemmli sample buffer (1 M sodium phosphate, pH 7.8, 0.1%
bromophenol blue, 50% glycerol, 10% sodium dodecyl sulphate and 2% mercaptoethanol) (Laemmli,
1970). After that, these samples were fractionated by electrophoresis in 10% polyacrylamide gels and, the
proteins then electrotransfered to nitrocellulose membranes (Bio-Rad). The membranes were stained with
Ponceau S solution (Sigma) to check the efficiency of transfer and only those membranes in which all the
lanes had identical color intensity were used for immunoblotting. Then, the membranes were blocked at 4
°C overnight with 0.05 M Tris-buffered saline (TBS, pH 7.4) containing 0.05% Tween 20 (TTBS) plus 5%

dry skimmed milk. The membranes were then 2 h incubated at RT with the primary antibody dilution
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(1:350 for Cx36 and Cx45 or dil. 1:160 for Cx43 (Zymed, Cat number 138300) in TTBS plus 3% dry
skimmed milk). After 1 h incubation at RT with the specific secondary antibody conjugated with
horseradish peroxidase (HRP) dilution (1:2500 for Cx36 or 1:3000 for Cx43 and Cx45) in TTBS plus 1%
dry skimmed milk. After membrane washing, the connexin expression was detected using an enhanced
chemiluminescence kit (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce) and
autoradiography film (Amersham, Cleveland, OH). Band intensities were quantified by optical
densitometry of the developed autoradiogram using the Scion Image analysis software (Scion Corp.,
Frederick, MD). The specificity of Cx36 and Cx43 antibodies was confirmed in brain and heart
homogenates; brain and heart tissues were used as positive and negative controls for Cx36 and heart as

positive controls for Cx43 (data not shown).

RT-PCR

A standard protocol of RT-PCR was used with some modifications for detecting connexin mRNA
expression. A pool of approximately 1000 islets was lysed in 1mL of Trizol solution (Invitrogen, USA),
followed by 10 s of homogenization in vortex. The total RNA extracted using the Trizol method as
described by the manufacturer. RNA concentrations were determined by measuring the optical absorbance
at Ayq. cDNA was synthesized from 3 ug of islet RNA in a volume of 20 pL using the reverse
transcriptase SuperScript II and random hexamer primers (Invitrogen, USA). The cDNA samples were

stored at -20°C.

Primers

The Cx43, Cx36, and RPS29 transcripts from all animal groups were determined by PCR using the
following sets of primers: for Cx43, forward 5’-CCGACGACAACCAGAATGCC-3’ and reverse 3’-
GAACCCTATCGACCCGCTTG-5" that amplified a 322-bp cDNA fragment; for Cx36 forward 5’-
AGTGGTGGGAGCAAGCGAGAAG-3’ and reverse 3’-CCGAAGTCACAGGGTCCCAACA-5’, which
amplified a 282-bp cDNA fragment and for RPS29 forward 5’-AGGCAAGATGGGTCACCAGC-3’ and
reverse 3’-GCTGGACTTACCTACTAAGCTGA-5’.
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RT-PCR analysis

PCR was done in 25 pL using 0.5 pL of cDNA as template. The PCRs contained 2.5 pL of 10X
concentration PCR buffer, 0.75 L. of 50 mmol MgCl,/L, and 0.5 pL of 10mmol dNTP mixture/L, 0.5 pL.
of 10 pmol/L of each primer and 0.1 pL of Tag DNA polymerase (Invitrogen, USA). An adequate
amplification cycle number was determined for each primer pair (for Cx43, Cx36 and RPS29) after
titration between 18 and 42 cycles using RNA samples of all animal groups. After a 5 min start at 94°C,
amplification of Cx43 and RPS29 was done for 27 cycles, each comprising 30 s at 94°C, 30 s at 57°C, and
45 s at 72°C, using a PCR Thermal Cycler 9600 (PerkinElmer Cetus, Boston, Mass.). After the last cycle,
an elongation step of 4 min at 72°C was performed. The amplification of Cx36 was carried out for 27
cycles, comprising 30 s at 94°C, 30 s at 61°C, and 45 s at 72°C, using a PCR Thermal Cycler 9600
(PerkinElmer Cetus). In all cases, negative controls were provided by submitting a sample of water to
amplification (not shown). RPS 29 expression was used as an internal control in all PCRs. Aliquots (5 pL
each) of the amplified DNA fragments were separated on 2% EtBr-agarose gels and the band intensities
were determined by digital scanning (GelDoc 2000, BioRad) followed by quantification using Scion
Image analysis software (Scion Corp., Frederick, MD). The Cx43 and Cx36 transcript levels were

normalized by the RPS29 transcript value (housekeeping gene).

Quantitative PCR (qPCR)

Samples containing a pool of approximately 200-400 isolated islets from neonatal and adult pancreas
were lysed in a guanidinum-thiocyanate solution and total RNA was extracted using the kit procedure
RNAgqueous®- Micro (Ambion, USA). mRNA (0.5 pg) were reverse-transcribed using ImProm-2 Reverse
transcription system (Promega). qPCR was performed in a ABI 7000 Sequence Detection System
(Applera Europe) and PCR products were quantified using the SYBR Green Core Reagent kit. cDNA
were amplified using the following primers: rat Cx36, 5’-ATCTTGGAGAGGCTGCTGGAA-3’ (forward)
and 5’-CCACCACAGTCAACAGGATCCT-3’ (reverse); rat Cx43, 5’-GCCCAGCCGTTCGATTT-3’
(forward) and 5’-AGTTCATGTCCAGCAGCAACTTT-3’(reverse); rat insulin 1, 5’-
GGCAGAAGCGTGGCATTG-3’ (forward) and 5’- CCAGTTGGTAGAGGGAGCAGAT-3’ (reverse);
rat insulin 2, 5’-TGGTTCTCACTTGGTGGAAGCT-3’ (forward); 5-
CGGGACATGGGTGTGTAGAAG-3’ (reverse). Two independent amplifications of each sample were
performed and each transcript evaluated in triplicates. Mean values were normalized to the mean value of
the mRNA of three different reference genes: RPS29, 5°-GCTGAACATGTGCCGACAGT-3’ (forward);
5’-GGTCGCTTAGTCCAACTTAATGAAG-3 (reverse); GADPH, 5’-CCTGCACCACCAACTGCTTA-
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3 (forward); 5’-CCACGATGCCAAAGTTGTCA-3’(reverse); EEF-1, 5-
CGCCAACTCGTCCAACTGA-3’ (forward); 5’-CCAATGCCGCCAATTTTATAGA-3’ (reverse).

Tracer microinjection

Pancreatic islets isolated by collagenase digestion from neonatal and adult pancreas were attached to
Sylgard- and poly-L-lysine-coated dishes as previously described (Charpantier et al. 2007) and then
transferred on to the heated stage (37°C) of a standard Zeiss microscope. The isolated islets were kept in
Krebs Ringer bicarbonate HEPES buffer (composition: 117 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.5 mM CaCl,, 1.2
mM MgSO,, 1.2 mM KH,PO,, 5.0 mM NaHCOs;, 10 mM HEPES, 0.5% (wt/vol) BSA, and 10 mM
glucose, pH 7.3-7.4 equilibrated with O,/CO, (95:5, vol/vol)) throughout the experiment. Individual cells
were impaled using a glass microelectrode filled with one of the following tracers that display distinct size
and charge features: Lucifer Yellow (LY, MW 443, 2 negative charges) (4% solution in 150mM LiCl
buffered to pH 7.2 with 10 mM HEPES) and Ethidium Bromide (EB, MW 394, 1 positive charge) (4%
solution in 150mM LIiCl, pH 7.2) (Charpantier et al. 2007). LY and EB are dyes that do not permeate the
membrane of living cells and have been used as good tracers of GJ intercellular coupling in B-cells (Serre-
Beinier et al., 2009; Wellershaus et al. 2008; Charpantier et al., 2007). After cell insertion of the
microelectrode, the tracers were iontophoretically injected for 5 min by applying 0.1 nA square pulses of
900 millisecond duration and 0.5-Hz frequency (Charpantier et al., 2007). Pulses were negative for
injection of LY and positive for EB. After the injected field being photographed, the islets were fixed in
4% paraformaldehyde, and some of them were embedded in Epon and, serially sectioned (1um) for
posterior immunostained for insulin and checking the injection site. Tracer fluorescence was visualized
and photographed by a M35 Winder Zeiss camera or by using an image capture system (Axiocam camera,
Carl Zeiss SMT, Oberkochen, Germany) coupled to the fluorescence microscope. Appropriated excitation
and emission filters were used for each fluorochrome. The extent of coupling was determined by
measuring the labeled area by each tracer with Image Tool software

(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html, version 3.0) on photographs of the intact islets.
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Statistical analysis

All numerical results were expressed as means + standard error of the mean (SEM). For analysis
between two experimental groups the statistical significance was assessed by t-Student test. For multiple
comparisons, the statistical significance was assessed by ANOVA followed by the Bonferroni test. The

significance level was set at P < 0.05.

RESULTS

As revealed by Western Blotting, young and adult rat islets express significantly higher amount of
Cx36 (Figure 1) in comparison with fetal and neonatal islets. The differential expression of this gap
junctional protein was statistically significant when neonatal and adult group are compared (P=0.0001,
panel ¢). Regarding the Cx43 protein expression, an inverse pattern was observed. Fetal and neonatal (N)
islets displayed a significant increased expression of Cx43 whereas young and adult islets show low levels
of this junctional protein (P=0.0061) (Figure 2, panels b and c¢). The Figure 3 presents the immunoblot
data for Cx45. Despite a tendency to an increased expression of Cx45 in young and adult (A) groups, no
statistical significant difference was found between N and A groups.

The morphological studies employing immunohistochemistry confirmed the immunoblot data.
Endocrine cells in the young and adult islet core, corresponding to B-cells, showed a higher staining for
Cx36, appearing as bright punctate features within the islet (arrowheads in Figure 4), in comparison with
that displayed by fetal and neonatal islets (Figure 4, compare panels a, b, ¢, d). The Figure 5 shows that,
the immunostaining for Cx43 was mainly observed at capillary wall within the islet (blue arrow in panel
h) and in cell membrane of non B-cells located at periphery of fetus and neonatal islets (white arrows in
panels b and d). As depicted in Figure 6, the immunostaining for Cx45 was detected in capillaries
(arrowheads in panels f and /) and in the exocrine pancreas of young and adult rats (arrows) (Figure 6).
This Cx45 immunolabelling in the exocrine pancreas was also observed in some regions in the pancreas of
neonatal rats (data not shown) but was absent in fetal pancreas.

Before evaluating Cx36 and Cx43 gene expression by RT-PCR, an adequate amplification cycle
number was determined for each primer pair after titration between 22 and 34 cycles (for Cx36) and 18 to
42 cycles (for Cx43) using RNA samples of all animal groups (Figure 7). The gene expression of Cx36
and Cx43 also confirms this differential expression of connexins in rat endocrine pancreas during animal
development. In Figure 8, the panel a shows the gene expression of Cx36 for all groups studied, whereas

the panel b presents the Cx43 gene expression results as detected by RT-PCR. A relatively low expression
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of Cx36 at the early stages of development and a relatively high expression of this protein in young and
adult islets were observed (panels a and c). Note in panel ¢, P<0.001 when fetal (F) group were compared
to young (Y) and adult (A) groups (marked with full lines) or neonatal (N) group were compared to Y and
A groups (marked with dotted lines). Conversely, a significant higher expression of Cx43 was observed in
fetal and neonatal islets in comparison with young and adult islets (panels b and d; P<0.05).

The Figure 9 shows the qPCR results for neonatal and adult islets. The gene expression of Cx36
(panel a), Cx43 (panel b) and insulin 1 (panel c) insulin 2 (panel d) were analyzed in these stages of
development. Note that neonatal islets present a significant decreased Cx36 gene expression in
comparison with adult ones (P=0.0002). Conversely, opposite results were obtained for Cx43. Newborn
pancreatic islets show higher Cx43 mRNA levels as compared to adult ones (P=0.0003). Regarding the
insulin gene expression, adult islets show increased mRNA levels of both insulin isoforms, insulin 1 and
2, in comparison with newborn islets (P<0.0001 for panels ¢ and d). When the Cx36 mRNA transcript
values obtained by qPCR were plotted against the insulin 1 or 2 transcript values for both adult and
neonatal islets, we have found a high correlation between the expression of this Cx subtype and insulin

genes (Cx36 vs Insulin 1, ’= 0.9232, P<0.0001; Cx36 vs Insulin 2, r’=0.9748, P<0.0001).

To assess the functional aspect of the GJ channels during pancreas development, neonatal and adult
islets were microinjected with GJ tracers (LY and EB) and the extension of coupling measured. As shown
in Figure 10, no significant difference was observed regarding the LY diffusion area after islet injection;
meanwhile neonatal islets displayed a significant lower intercellular exchange of EB as compared to the

adult ones (*P< 0.01).

DISCUSSION

Since it is well documented that intercellular communication mediated by gap junctions (GJ) is
crucial for the islet physiology, the aim of this work was to study the putative role of GJ-associated
proteins (Cx36, Cx43 and Cx45) and GJ-mediated cell-cell coupling in the endocrine pancreas maturation
process observed during animal development (Mendonga et al., 1998; Boschero et al., 1988; Grill et al.,
1981).

Previous works have demonstrated the presence of transcripts of Cx36, Cx43 and Cx45 subtypes in
extracts of pancreatic islets (Charollais et al., 1999; Serre-Beinier et al., 2000; Meda et al., 1993). In a
recent study using transgenic mice, in which a targeted replacement of these connexin genes by a LacZ
reporter gene was done, allowed the exact localization of these three connexin subtypes (Theis et al.,

2004). The gene expression of Cx36 was specifically detected in B-cells or insulin-producing cells
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whereas the Cx43 and Cx45 were only expressed by endothelial cells and vascular smooth muscle cells,
respectively. The two latter transcripts were found in small intra-islet vessels as well as in other types of
blood vessels in the exocrine pancreas.

Our results are in accordance with these works since we demonstrated, by immunohistochemistry, the
presence of Cx36 within the B-cell islet core, especially in young and adult islet. The significant higher
expression of Cx36 in adult islets as compared to that observed in neonatal ones was also confirmed by
Western Blot and qPCR. In addition, our data on cell-cell coupling revealed that adult islets display a
relatively higher intercellular exchange of EB in comparison with the neonatal islets. Recently, it has been
shown that Cx36-made GJ channels in B-cells preferentially exchange cationic molecules, such as EB,
over anionic one (e.g. Lucifer Yellow) (Charpantier et al., 2007). This is an interesting finding in face of
recent evidences of a requirement of adequate levels of Cx36 for an appropriate insulin secretory response
to glucose stimulation (Calabrase et al., 2004, 2003, Le Gurun et al., 2003). These works showed the
important role of cell-cell communication mediated by Cx36 channels in vitro by using Cx36-sense and
anti-sense sequences in insulin-producing cell lines such as INSIE and MING6. Junctional coupling
mediated by GJs has been implicated in the coordination of the glucose-induced oscillatory increase of
[Ca*™); in B-cells (Jonkers et al., 1999; Gylfe et al., 1991). Calabrese et al. (2003) showed that the loss of
Cx36 affects the electrical coupling, the synchronization of glucose-induced [Ca*]; oscillations and the
insulin secretion in response to glucose or other nonmetabolizable secretagogues.

Therefore, the reduced expression of Cx36 by fetal/neonatal islets documented herein may be
physiologically relevant. Several works have demonstrated that the decreased insulin secretion exhibited
by fetal and neonatal rats may be a result of a sum of different factors such as: a reduced entry of Ca**and
its cytosolic accumulation, as well as an uncoupling of glucose stimulation and membrane depolarization
leading to opening of a reduced number of voltage-sensitive Ca*> channels (Mendonga et al., 1998; Black
et al., 1994; Hole et al., 1988; Fletcher and Ways, 1991). Taken altogether, our work may indicate that the
reduced expression of Cx36 and relatively lower GJ-mediated intercellular coupling by fetal and neonatal
B-cells may also contribute for the poor insulin secretion response observed in the early stages of
development. Low levels of Cx36 and the resultant decreased number of Cx36-made channels may lead to
an unsynchronous rise of [Ca*]; in fetal/neonatal B-cells and a consequent decreased entry and
insufficient accumulation of Ca*” in cytosol as already reported for neonatal rats.

Additionally, we have demonstrated here that besides displaying a poor insulin secretory response to
glucose, neonatal islets also show a lower insulin gene expression in comparison with the adult ones.
Strikingly, we observed that the levels of the Cx36 and insulin transcripts were highly correlated in both
neonatal and adult islets. Recently, Serre-Beinier and collaborators (2009) described that the Cx36 mRNA
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levels correlated with the expression of the insulin gene in human islets of both normal and type 2
diabetics. These findings strengthen the idea, currently accepted, that control of gene expression may be a
relevant mechanism whereby connexins affect cell function, being the insulin gene probably one of the
genes whose expression is controlled by Cx36 (Serre-Beinier et al., 2009; Iacobas et al., 2007).

Also our work suggested that other connexin subtype (Cx43) may have a role in islet physiology
during the perinatal period. Despite the fact that some works have shown the occurrence of limited levels
of this connexin in pancreatic islets of adult rats, as detected by immunohistochemistry (Meda et al., 1993,
1991), we observed relatively high levels of Cx43 expressed by the endocrine pancreas during the early
stages of animal development, as revealed by immunohistochemistry, immunoblot and RT-PCR. The
Cx43 is the best connexin studied in the endocrine pancreas and its expression has been directly related to
cell-cell coupling in this organ at certain in vitro experimental conditions (Collares-Buzato et al., 2001;
Vozzi et al., 1995; Meda et al., 1991). Although Theis et al. (2004) showed no significant expression of
this connexin subtype by B-cells, they did not exclude the possibility that limited amounts of Cx43 might
be expressed by a subset of B-cells. Nevertheless, we do not have evidence at the moment that this is the
case in neonatal islets since the immunolabelling for Cx43 was not sensitive enough to confirm the
expression of Cx43 by B-cells. We have observed though a relatively high immunoreaction for this
connexin at the membrane site of cells located at the islet periphery. The peripheric mantle in fetal and
neonatal islets has been shown to be composed by cytokeratins (CK) CK19, CK20 stained non B-cells and
agranular hormone-negative cells that also showed a increased rate of proliferation (Bouwens et al., 1994;
Carvalho et al., 2006). A previous work by others had already suggested that growth of the islets during
fetal stage was dependent on the proliferation of undifferentiated agranular cells located at the islet
periphery (Conklin et al., 1962). To our knowledge, this is the first work describing that these cells
express Cx43, a Cx subtype that has been broadly found in embryos and adult undifferentiated stem cells
(Dahl et al., 1996; Todorova et al., 2008). Interestingly, it has recently shown that Cx43 downregulation,
by using RNA interfering approach, followed by a profound inhibitory effect on intercellular
communication, resulted in loss of the pluripotent and proliferative states of mouse embryonic stem cells
(Todorova et al., 2008). It is a matter of future work to understand the role of Cx43 in these cells and for
the islet physiology.

In addition, our immunoblot data for Cx43 showed the expression of phosphorylated (Ps) and non-
phosphorylated (NPs) forms of this connexin on pancreatic islets. A previous work that used the same
antibody (Zymed, Cat number 138300) employed in our study also detected these Cx43 forms in
fibroblast cell systems (Cruciani and Mikalsen, 1999). Connexin phosphorylation has been implicated in

the regulation of intercellular communication through a number of mechanisms that include connexin
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biosynthesis, trafficking, assembly, membrane insertion, channel gating, internalization, and degradation
(Séez et al., 2003). Regarding connexin phosphorylation, the Cx43 is one of most subtype studied. This
junctional protein has several sites for phosphorylation in the carboxy terminus that have been identified
as target sites for specific protein kinases such as for PKC (protein kinase C), MAPK (mitogen-activated
protein kinase) and cdc2 kinase (Sdez et al., 2003). Cx43 phosphorylated forms are detected in different
tissues and there is a tissue-specific phosphorylation pattern (Kadle et al., 1991). It is a matter of future
work to determine the functional importance of these Cx43 forms in the endocrine pancreas biology.

The third subtype of connexin here studied (Cx45) was detected in intra-islet capillaries and no
significant difference in islet expression of this connexin was observed among the experimental groups.
Since previous works have shown that pancreatic Cx45 is expressed by epithelial ductal cells besides the
vessel muscle cells (Theis et al., 2004; Charollais et al., 1999; Chanson et al., 1999), the immunostaining
for this junctional protein observed in the exocrine pancreas reported here may be attributed to
centroacinar cells.

In conclusion, since the cell coupling mediated by gap junction proteins is crucial for an appropriate
insulin secretion, the relatively poor expression of Cx36 and GJ-mediated cell-cell coupling in fetal and
neonatal islets, demonstrated here, may play a role in the poor insulin secretory response observed at early

stages of the animal development.
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Figure 1: Expression of Cx36 in rat pancreatic islets during animal development.

The Cx36 expression degree was measured by Western Blotting in F, N, Y and A islet sonicates. The
Cx36 was detected in its dimeric (66 kDa) and monomeric (36 kDa) forms (panel b). Densitometric
analysis of the immunoreactive bands from neonatal and adult group is shown in panel ¢ and the results
are expressed as means + standard errors of 7 membranes of 4 independent experiments. Note that adult
islets showed significantly higher expression of Cx36 as compared to neonatal islets (P=0.0001). The

panel a shows the same membrane presented in panel b stained with Ponceau reagent.

M: marker; F: fetus; N or Neo: neonatal; Y: young; A: adult.
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Figure 2: Expression of Cx43 in rat pancreatic islets during animal development.

The Cx43 expression degree was assessed by Western Blotting in F, N, Y and A islet sonicates (panel b).
The panel b shows a relatively high expression of Cx43 within the islets at the early stages of development
and both Cx43 phosphorylated (P¢) and non-phosphorylated (NPs) forms were recognized by the antibody.
Values of densitometry for neonatal and adult groups are shown in panel ¢ and expressed as means +
standard errors of 5 membranes of 3 independent experiments. Note that neonatal islets show a higher
expression degree for Cx43 when compared to the adult group (P=0.0061). The panel a shows the same

membrane presented in panel b stained with Ponceau dye.

M: marker; F: fetus; N or Neo: neonatal; Y: young; A: adult.
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Figure 3: Expression of Cx45 in rat pancreatic islets during animal development.

The Cx45 expression degree was measured by Western Blotting in F, N, Y and A islet sonicates (panel b).
The panel a shows the same membrane presented in panel b stained with Ponceau reagent. Values of
densitometry for neonatal and adult groups are shown in panel ¢ and expressed as means + standard errors
of 3 membranes of 3 independent experiments. No statistical differences were found in terms of Cx45

expression degree between neonatal and adult islets (P>0.05).

M: marker; F: fetus; N or Neo: neonatal; Y: young; A: adult.
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Figure 4: Double immunostaining for Cx36 and insulin in rat pancreatic islets during development.

The panels a, b, ¢, d show the immunolabelling for Cx36 and the panels e, f, g, h present the same islets
double-stained for Cx36 and insulin. The panels a, e show a fetus islet; panels b, f; a neonatal islet; c, g a
young islet; while the panels d, & show an adult islet. The bright punctate immunoreaction for Cx36
(arrowhead) is higher in young and adult rat islets than in islets from rats at early stages of development
(fetal and neonatal). Note that the Cx36 was specifically detected in insulin-producing cells. All panels

are confocal “en face” (X-Y) images. Bar, 20 pm.
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Figure 5: Double immunostaining for Cx43 and insulin in rat pancreatic islets during development.

The panels a, c, e, g show the immunolabelling for Cx43 alone and the panels b, d, f, h present the same
islets double-stained for Cx43 and insulin. The panels a, b show a fetal islet; panels ¢, d a neonatal islet; e,
f a young islet; while the panels g, & an adult islet. Note the immunostaining for Cx43 of capillaries (blue
arrow in panel /) and in cell membrane of cells located at periphery of fetal and neonatal islets (white

arrows in panels b and d). All panels are confocal “en face” (X-Y) images. Bar, 50 um.
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Figure 6: Double immunostaining for Cx45 and insulin in rat pancreatic islets during development.

The panels a, c, e, g show the immunolabelling for Cx45 and the panels b, d, f, h present the same islets
double-stained for Cx45 and insulin. The panels a, b show a fetus islet; panels ¢, d a neonatal islet; e, f a
young islet; while the panels g, 4 an adult islet. Note the immunostaining for Cx45 in intra-islet capillaries
(arrowheads in panels f and /) and in the exocrine pancreas of young and adult rats (arrows). This Cx45
immunolabelling in the exocrine pancreas was also observed in some regions in the pancreas of neonatal
rats (data not shown) but absent in fetal pancreas. All panels are confocal “en face” (X-Y) images.

Bar, 50 pm.
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Figure 7: Cx36 and Cx43 amplification curves for fetal (F), neonatal (N), young (Y) and adult (A)
RNA samples.

An adequate amplification cycle number was determined for Cx36 primer pair after titration between 22
and 34 cycles (panel a). Panel b shows the Cx43 amplification curve determined after titration between 18

and 42 cycles. In all cases were chosen a cycle number within the logarithimic phase of amplification (not
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Figure 8: RT-PCR analysis of Cx36 and Cx43 gene expression in rat pancreatic islets during animal

development.

The panel a shows the gene expression of Cx36 in fetal (F), neonatal (N), young (Y) and adult (A) rat
islets. Note the relatively low expression of Cx36 in islets at the early stages of development and a
relatively high expression of this GJ protein in Y and A islets. An inverse situation was observed for Cx43
gene expression: F and N islets displayed an increased expression of Cx43 whereas Y and A islets express
low amount of this connexin (panel b). The results were normalized and expressed in relation to the
internal control (RPS29) (panels ¢ and d). In panel ¢, P<0.001 when comparisons were done among
groups marked with full or dotted lines. In panel d, P<0.001 when F or N were compared to Y group;
P<0.01 when N were compared to A and P<0.05 in case of F were compared to A group. N=3 for each

group from independent experiments.
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Figure 9: Quantitative RT-PCR analysis of Cx36, Cx43 and insulin (1 and 2) gene expression in

newborn and adult rat pancreatic islets.

Note that newborn pancreatic islets present significant decreased Cx36 gene expression in comparison
with adult ones (panel a; P=0.0002). Conversely, opposite results were obtained for Cx43. Newborn
pancreatic islets show higher Cx43 mRNA levels as compared to adult ones (panel b; P=0.0003).
Regarding the insulin gene expression, adult islets show increased mRNA levels of both insulin isoforms

in comparison with newborn islets (P<0.0001 for panels c and d).
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Figure 10: Gap Junction-mediated cell-cell coupling in neonatal and adult pancreatic islets.

The cell-cell coupling was assessed by microinjection of Lucifer Yellow (panels a and b) or Ethidium
Bromide (panels ¢ and d) in isolated neonatal (panels a and c) and adult pancreatic islets (panels b and d).
Note that Neonatal (Neo) islets display a lower exchange area of Ethidium Bromide (EB) in comparison
with the adult ones. Data are presented as means+SEM in panel (e); the values inside the bars represent

the number of microinjected islets. *P < 0.01, **P<0.001. Bar, 50 pm.
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CARACTERIZACAO METABOLICA E ANALISE FUNCIONAL E MORFOMETRICA DO

PANCREAS ENDOCRINO DE ANIMAIS DO MODELO DE DIABETES T1PO 2.

1. INTRODUCAO

Antes de iniciar a investigacdo do papel da comunicacdo intercelular mediada pelas jungdes
comunicantes (GJs) na patogénese da diabetes tipo 2, realizamos um estudo de caracterizagdo do modelo
animal utilizado para essa finalidade. O modelo de diabetes tipo 2 que utilizamos, empregou
camundongos C57, wild-type e knockout para o receptor de LDL (LDLR 7/) submetidos a dieta
hiperlipidica (21%) por 30 ou 60 dias. Estudos anteriores ji haviam demonstrado que camundongos C57
wild-type desenvolvem um estado de diabetes melittus ndo dependente de insulina (tipo 2) como resultado
da ingestdo de racdo com alto teor de lipidios (De Souza et al., 2005; Winzell e Ahrén, 2004; Shafrir et al.,
1999; Surwitt et al., 1988). Os animais LDLR /" também tém sido utilizados no estudo da patogénese da
ateroesclerose associada a resisténcia periférica a insulina, a diabetes melittus ndo dependente de insulina
(tipo 2) e a obesidade (Drolet et al., 2006; Schreyer et al., 2002; Merat et al. 1999).

A repercussdo na fungdo pancredtica enddcrina da ingestdo de dieta com alto teor de lipidios tem sido
pouco investigada. Adicionalmente, hd, entre os trabalhos publicados, uma grande diferenca quanto ao
tempo de dieta, sexo do animal empregado e composicdo da ragdo utilizada neste modelo resultando em
discrepancias nos dados obtidos. Como os animais LDLR -/- mostram uma maior susceptibilidade
metabolica a dieta (Drolet et al., 2006; Schreyer et al., 2002), o uso de ambos os animais, wild-type e
knockout, pode fornecer um espectro de diferentes graus de respostas metabdlicas e funcionais do
pancreas enddcrino, o que nos parece interessante para o presente estudo.

Assim, o objetivo dessa parte da tese foi fazer uma caracterizacdo mais ampla desse modelo, ou seja,
estabelecer o quadro metabdlico do animal e a resposta pancredtica frente a dieta hiperlipidica por um
curto periodo de tempo (30 e 60 dias) para, posteriormente analisar o papel das GJs nesse modelo
(resultados apresentados no Capitulo IV). Os dados obtidos indicam que apds 60 dias de dieta esses
animais ja se tornam pré-diabéticos, apresentando hiperglicemia moderada, significativa hiperinsulinemia,
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Quanto a resposta metabdlica a dieta, os animais knockout e
os machos mostraram-se mais susceptiveis em comparacdo aos wild-type e f€meas, respectivamente.
Quanto a resposta pancredtica, os animais wild-type, em especial os machos, mostraram um aumento na
massa estimada de ilhotas e células B, condi¢do indicativa de hiperplasia do pancreas enddcrino.

Surpreendentemente, os animais knockout ndo apresentaram alteragdes morfométricas no pancreas
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enddcrino apds dieta hiperlipidica. Dessa forma, os dados reunidos nesse capitulo apontam o modelo aqui

utilizado, como adequado e promissor em estudos acerca do desenvolvimento da diabetes tipo 2.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Modelo de Diabetes tipo 2

Camundongos fémeas e machos C57BL/6 wild-type (grupo controle denominado R2) e LDLR"/" (grupo
denominado RO) foram utilizados com 4 a 5 meses de idade antes da dieta. Os animais controle foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas e os animais
LDLR/ utilizados foram provenientes do CEMIB ou de cruzamentos realizados no biotério de animais
transgénicos da Profa. Dra. Helena Oliveira (Departamento de Fisiologia e Biofisica, IB, UNICAMP).
Parte dos animais dos dois grupos foi colocada em dieta com alto teor de lipidios (21%), enquanto, outra
parte dos animais dos grupos RO e R2 foi alimentada com dieta normal. Os animais RO ou R2 foram
alimentados com a dieta hiperlipidica ou normal por 30 ou 60 dias (d) e, mantidos em ambiente com
temperatura controlada (25°C), ciclo claro-escuro de 12h além de receberem racdo e dgua ad libitum. A
composi¢do da racdo da dieta hiperlipidica (em pd) estd mostrada na Tabela I. O grupo de animais que

recebeu dieta normal (com 4,0% de lipidios, Nuvital CR-1, Colombo, PR) também recebeu a mesma em

po.

Tabela I — Composicao da raciao da dieta hiperlipidica.

Componentes Gm% Kcal %
Proteinas 20,0 17,0

Carboidratos 50,0 427
Lipidios 21,0 40,3
Kcal/gm — 4.7
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2.2 Avaliacao metabdlica do modelo

Foram avaliados os seguintes pardmetros metabdlicos nos animais controles e submetidos a dieta:
peso inicial (antes da dieta) e final (apds dieta), glicemia jejum inicial e final, glicemia pds-prandial final,
niveis plasmaticos de colesterol e insulina apds a dieta e, os testes de tolerincia a glicose (GTT) e de
tolerancia a insulina (ITT) também apds a dieta. A pesagem dos animais e coleta de sangue para as
andlises descritas acima foram feitas no periodo das 9:00h as 11:00h. Para as dosagens em jejum, os
animais foram deixados sem racio, mas com dgua ad libitum por um periodo de 12 a 14 h. A glicemia foi
determinada com o auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic, Sui¢a) em
amostras de sangue da cauda do animal. Colesterol total foi medido em amostras de plasma de animais
em jejum usando um kit comercial e seguindo as instrucdes do fabricante (Boehringer Mannhein,
Alemanha). A concentracdo plasmdtica de insulina (em jejum) em amostras de sangue coletadas com
auxilio de capilares heparinizados a partir da veia caudal dos animais controles e submetidos a dieta
hiperlipidica por 60 dias. Apds coletas, as amostras de plasma foram mantidas a —20°C até o momento da

dosagem do contetido de insulina por radioimunoensaio (RIE) (Leite, 2002).

Para o GTT, uma dose de glicose (1,5 g/kg de massa corporal) foi administrada por gavagem nos
animais ap6s 12 horas de jejum. A concentra¢do de glicose no sangue foi entdo determinada com o
glicosimetro ap6s 15, 30, 60 e 90 minutos da administracdo da carga de glicose por via oral (Miles et al.,

2000). A dosagem da concentracdo de glicose em jejum, ou seja, no tempo O também foi realizada.

O teste de tolerncia a insulina (ITT) foi realizado através de injecdo intraperitoneal de insulina
regular (0,5 U/kg de massa corporal) em animais alimentados (Pappan et al., 2005). Amostras de sangue

da cauda dos animais foram coletadas nos tempos 0, 10, 15, 30 e 60 minutos.

2.3 Avaliacao Morfolégica do Pancreas Endécrino

2.3.1 Histologia do pancreas

A anédlise do aspecto histolégico do pancreas enddcrino dos animais dos diferentes grupos
experimentais (n=4-6 animais por grupo experimental) foi feita utilizando-se técnica histoldgica de rotina.
Para tal, os animais foram sacrificados em camara de CO, para retirada dos pancreas; estes foram pesados
e fixados em solu¢do de Bouin (25% de formaldeido, 75% de 4cido picrico saturado e 5% de &cido

acético) por 24 h. Apds fixagdo, os pancreas foram seccionados em 5 fragmentos, sendo que, o fragmento
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identificado com o niimero 1 era correspondente a regido da cabeca do pancreas e, o de nimero 35, a regiao
da cauda. Em seguida, cada fragmento foi processado pelas técnicas rotineiras de embebicdo em parafina
(Histosec pastilhas, Merck). Trés dos fragmentos foram selecionados de uma maneira sistemdtica (Inuwa e
Mardi, 2005) (fragmentos 1, 3 e 5) e, de cada fragmento, foram obtidas sec¢des semi-seriadas de 5 pm de
espessura, com espagamento regular de 100 um entre cortes, até esgotamento total do bloco. As laminas

obtidas foram processadas para imunohistoquimica para insulina como descrita abaixo.

2.3.2 Imunohistoquimica para Insulina

A localizag@o de insulina foi realizada em cortes de pancreas incluidos em parafina utilizando-se o
método padrdo de imunoperoxidase indireta (Carvalho et al., 2006). Resumidamente, os cortes foram
desparafinizados, hidratados e, apds bloqueio da peroxidase enddgena (com solucdo pronta do kit
ImmunoCruz, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e dos sitios inespecificos (com 5% leite desnatado em
TBS/Tween 20 0.1% (TTBS)), os mesmos foram incubados com anticorpo primdrio especifico (anti-
insulina, Dako, dilui¢do 1:50 em TBS com 3% de leite desnatado) overnight a 4°C. Em seguida, os cortes
foram lavados e incubados com o anticorpo secunddrio especifico (anti-guinea pig HRP conjugated,
Zymed, diluicdo 1:2000 em TBS 1% de leite desnatado). Apds lavagem e revelagdo do complexo
antigeno-anticorpo com 10% de diaminobenzidina (Sigma), TBS 0,05M (pH 7,4) e 0,2% de peréxido de
hidrogénio (Merck), as laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Ehrlich, desidratadas,

diafinizadas e montadas em balsamo sintético.

2.3.3 Morfometria

As laminas obtidas a partir do processamento dos pancreas e imunohistoquimica para insulina,
descritos anteriormente, foram utilizadas para a andlise morfométrica do 6rgdo. Foram analisados os
seguintes parametros: 1) area absoluta e relativa de célula B/célula ndo B, 2) drea absoluta e relativa da
ilhota/pancreas, 3) massa estimada (mg) do pancreas enddcrino; 4) massa estimada (mg) de célula B por
pancreas e 5) nimero médio de ilhotas por sec¢do transversal. Para tal, foram utilizados métodos
estereoldgicos descritos na literatura, com pequenas modificagdes (Inuwa e Mardi, 2005; Sone e Kagawa,
2005). Todas as ilhotas (com mais de 5 células cada) de dois cortes de cada bloco (1, 3 e 5; niimero total
de cortes analisados= 6 por animal) do pancreas foram fotografadas com uma camera digital (Nikon FDX-
35) acoplada a um microscépio de luz (Nikon Elipse E800) e as imagens capturadas por um sistema de

andlise de imagens (Image Pro Plus for Windows). As imagens das seccdes do pancreas foram
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fotografadas com uma camera digital (Nikon) acoplada a uma lupa (Nikon). Todas as medidas
morfométricas foram feitas utilizando 0 software livre ImageTool
(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). A area relativa de célula B foi expressa como porcentagem, a
qual foi determinada pela divisdo da 4rea total de células positivas para insulina pela drea da ilhota e
multiplicando-se por 100. A area relativa das ilhotas por pancreas foi expressa como porcentagem, a
qual foi determinada pela divisdo da somatdria das dreas totais das ilhotas pela drea de sec¢do transversal
do pancreas e multiplicando-se por 100. A estimativa da massa total de ilhotas (mg) foi calculada
multiplicando-se o peso do pancreas pela area relativa das ilhotas. A estimativa da massa total de célula
B (mg) foi calculada multiplicando-se a massa total de ilhotas pela édrea relativa das células B. Todas as
ilhotas de cada corte foram somadas e divididas pelo nimero de cortes analisados para expressar o

niimero médio de ilhotas por sec¢io transversal.

2.4 Analise Estatistica

A significincia estatistica entre dois grupos experimentais foi determinada usando-se o teste t-
Student. Para multiplas comparacdes, foi utilizado o teste ANOVA (andlise de variincia) seguido do teste
de Bonferroni para comparar determinados pares de grupos. No caso dos experimentos de GTT e ITT, a
andlise entre os grupos foi realizada para cada ponto da curva, ou seja, para cada tempo de coleta da
amostra de sangue, apés administracdo de glicose ou insulina, respectivamente. O nivel de significancia

adotado foi de P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao metaboélica e analise morfométrica do pancreas endécrino de animais submetidos 30

dias de dieta hiperlipidica.

A Tabela I mostra parte dos parametros metabdlicos analisados nos animais apds 30 dias de ingestio
de dieta hiperlipidica. Os animais, do grupo fémea e macho, submetidos a dieta hiperlipidica obtiveram
ganho de peso corpéreo de 26,7 % e 24,5% respectivamente. Com relagdo ao seu grupo controle, as
fémeas tratadas tiveram aumento significativo de 11,7% (P=0,0005) no peso corpéreo apds a dieta,
enquanto os machos tratados tiveram aumento significativo de 11% (P=0,0007) em relacdo ao seu grupo

controle. Quanto a glicemia em jejum apds 30 dias de dieta, ndo foi observada alteracdo significativa neste
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parametro entre os grupos experimentais. Entretanto, os machos apresentaram um aumento significativo
de 25,8% (P=0,01) na glicemia pds-prandial apds 30 dias de dieta, em relagdo ao seu grupo controle.
Apesar das diferencas no ganho de peso e de glicemia pds-prandial final, observadas na Tabela I, a
administracdo da dieta hiperlipidica por 30 dias ndo foi suficiente para induzir alteracdes na morfologia
(Figura 1) e de parametros morfométricos do pancreas enddécrino de animais tratados com dieta
hiperlipidica por esse periodo (dados ndo mostrados).
Esses dados sdo inéditos j4 que trabalhos descrevendo alteracdes metabdlicas apds curto periodo de

dieta sdo raros (Reimer e Ahren, 2002).

Caracterizacdo metabdlica e anilise morfométrica do pancreas endocrino de animais submetidos a

dieta hiperlipidica por 60 dias.

A avaliacdo do quadro metabdlico dos camundongos dos diferentes grupos experimentais (R0, ROd,
R2 e R2d) alimentados por 60 dias, com as respectivas dietas (normal e hiperlipidica), estd mostrada nas
Figuras 2, 3 e 4. As Figuras 2 e 3 apresentam os resultados dos testes de tolerancia a glicose (GTT) e a
insulina (ITT), respectivamente, para fémeas e machos dos diferentes grupos experimentais apds 60 dias
de dieta. Nossos resultados indicam que a exposi¢do a dieta hiperlipidica por 60 dias induz alteracdes
metabdlicas mais severas do que as verificadas apds 30 dias de dieta. Os camundongos de ambos os sexos
alimentados com dieta hiperlipidica por 60 dias apresentam uma significativa intolerancia a glicose
(Figura 2) e resisténcia periférica a insulina (Figura 3) em comparac¢do com os animais alimentados com
dieta normal. Essa condicdo foi mais evidente nos animais RO e nos machos em comparacio aos R2 e as
fémeas, respectivamente.

Adicionalmente, os dados de GTT indicam que os animais RO alimentados com dieta normal ja
apresentam certa perturbacdo da homeostase glicémica, observe na figura 1, que a curva do GTT € muito
semelhante a do grupo R2 dieta (R2d). Esses resultados estdo de acordo com dados da literatura que
mostram que os animais LDLR’/" apresentam um distirbio do metabolismo de carboidratos mesmo
quando alimentados com dieta normal (Bonfleur et al., 2006).

A Figura 4 resume os resultados obtidos na avaliagdo metabdlica dos animais submetidos a dieta por
60 dias. A administracdo de dieta hiperlipidica a animais R2 (independente do sexo) causa um aumento do
peso corpéreo de aproximamente 3 vezes em comparagdo ao ganho de peso obtido com a dieta regular
(para fémeas 58,2% X 18,9% e , para machos, 45,5% X 15,7%) (Figura 4a). No caso do ganho de peso em
animais RO, as diferencas sexuais foram mais importantes: machos ROd aumentaram cerca de 5,2 vezes o
seu peso corpéreo em comparagdo com os do grupo RO, enquanto que, em fé€meas, esse aumento foi de

aproximadamente 3,4 vezes. A exposicao a dieta hiperlipidica induziu aumento da glicemia em jejum em
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ambos os sexos (Figura 4b). Entretanto, a glicemia de jejum pds-dieta foi mais elevada em animais R0d
quando comparada com a dos R2d, para ambos os sexos. A administrag¢do de dieta hiperlipidica a animais
geneticamente hipercolesterolémicos promoveu um aumento significativo da taxa de colesterol plasmética
em animais R0d, que por sua vez foram os que apresentaram quadro mais grave de intolerancia a glicose e
resisténcia periférica a insulina (Figura 2 e 3). Estudos revelam que a ingestdo de dieta com alto teor de
lipidios estd associada a uma baixa capacidade de oxidacdo mitocondrial e, também ao acimulo de
intermedidrios da oxidag¢do de 4cidos graxos que, por sua vez, interferem com a sinalizagcdo insulinica
(Schrauwen, 2007). A exposi¢do cronica a niveis excessivos de dcidos graxos inibe a expressdo génica da
insulina frente a elevados niveis de glicose e pode induzir morte de células B in vitro e in vivo (Poitout e
Robertson, 2002). Em concordancia com essas observagdes, nossos dados indicam que o aumento na
concentracdo plasmdtica de insulina verificada apds a dieta hiperlipidica de 60 dias foi significativamente
maior nos animais R2 em relacdo aos animais RO (Figura 4d).

Em uma segunda etapa dessa parte do trabalho, foi estudada a possivel repercussido desses distirbios
metabdlicos induzidos pela dieta hiperlipidica na histologia (Figura 5) e morfometria do pancreas
endécerino (Tabelas II e IIT).

Nao foram observadas diferencas no aspecto histolégico das ilhotas do grupo controle, em
comparagdo com o submetido a dieta hiperlipidica (Figura 5). Observe que a morfologia e a
citoarquitetura tipicas das ilhotas pancredticas sdo mantidas mesmo apds a administracdo dessa dieta.
Morfologicamente, as ilhotas pancredticas sdo caracterizadas por estruturas de formato poligonal a
arredondado, constituidas por corddes de células entremeados por uma rica rede de capilares sanguineos
do tipo fenestrado e delimitadas por delicada cédpsula de tecido conjuntivo frouxo rico em fibras
reticulares, que a envolve e as separam do tecido pancredtico exdcrino adjacente.

Com rela¢do aos parametros morfométricos analisados apds a administracdo da dieta por 60 dias,
temos que, o peso do pincreas dos animais R2 ndo se altera significamente (Tabela II) enquanto que no
grupo RO, observa-se uma diminui¢@o no peso liquido do 6rgdo em relacio ao grupo controle (-11,1% nas
fémeas e -17,3% nos machos) (Tabela III).

Entretanto, a andlise morfométrica dos pancreas dos animais R2, mostrado na Tabela II, indica
aumento no numero de ilhotas por seccdo transversal do pancreas (+14,82 nas fémeas; +48,37 nos
machos), na area absoluta da ilhota (+33,19% nas fémeas; +57,17% nos machos; P<0,01), na area absoluta
das células B (+42,97% nas fémeas; +62,41% nos machos; P<0,03), e na propor¢do de célula B/ilhota (+
3,7% nas fémeas; + 2,04% nos machos; P<0,05) (Tabela II). Todas essas alteracdes resultaram em
aumento significativo na massa do pancreas enddcrino e, em especial, na massa estimada de célula B em

ambos os sexos, indicando hiperplasia/hipertrofia deste 6rgdo apds a administracido da dieta hiperlipidica,

51



Capitulo 111

em relacdo ao grupo controle (Tabela II). As alteracdes morfométricas observadas apds dieta hiperlipidica
sdo provavelmente compensatdrias ao distirbio metabdlico demonstrado pelo GTT e ITT para esse grupo,
como sugerido em outros trabalhos publicados (Terauchi et al., 2007; Sone e Kagawa, 2005). Dessa
forma, a administracdo de dieta com alto teor de lipidios a essa cepa de camundongos parece constituir-se
em um interessante modelo in vivo de estudo dos mecanismos de histogénese do pancreas enddcrino na
fase adulta.

Surpreendentemente, a andlise morfométrica revelou que o pancreas enddcrino dos animais RO
alimentados com dieta hiperlipidica ndo sofreu hiperplasia (Tabela III e Figura 5). Como mostra a Tabela
III, os péancreas dos animais R0Od, em relacdo ao seu respectivo grupo controle (R0O), ndo apresentaram
alteracdo significativa no nimero de ilhotas por seccdo transversal do pincreas. Entretanto, a dieta
hiperlipidica induziu uma pequena diminui¢do, mas significativa, na drea total da ilhota (-29,78 % nas
fémeas) e, na area de células B (-26,65% nas fémeas) apds a admimistragc@o da dieta hiperlipidica por 60
dias. A propor¢do de célula B em relacdo a area total da ilhota aumentou significativamente no grupo
tratado (+5,33% nas fémeas; + 4,04% nos machos), em comparagdo ao controle (Tabela III).

No momento, ndo temos uma explicag¢do plausivel para essa diferenca entre o animal R2 e RO quanto
a resposta do pancreas enddcrino a dieta hiperlipidica. Entretanto, o fato dos camundongos LDLR™
submetidos a dieta hiperlipidica ndo mostrarem alteracdes morfométricas significativas do pancreas
enddcrino estd de acordo com os resultados metabdlicos indicando uma maior susceptibilidade metabdlica
desse animal knockout a essa dieta, como demonstrado pelo GTT e a medida de concentra¢do plasmaética
de insulina.

Recente interesse tem surgido sobre o estudo dos processos envolvidos na histogénese do pancreas
em modelos de diabetes tipo 2 devido a possibilidade de utilizacdo deste conhecimento para inducdo de
processo in vitro para geragdo de células B e tratamento da prépria diabetes (Liew e Andrews, 2008).
Virios fatores de proliferacdo celular parecem regular o ciclo celular da célula B; dentre eles tém-se: as
ciclinas e as protefnas quinases dependentes de ciclina; os fatores que agem através dos receptores de
tirosina quinases (RTKs); os fatores que agem através da via JAK/STAT; os fatores que agem através de
receptores acoplados a proteina G, etc. (Yesil e Lammert, 2008). Assim, um tema interessante, com
relacdo a perspectivas futuras do nosso trabalho seria determinar quais desses fatores de proliferacdo
celular explicariam a expansdo da massa de célula B nos camundongos wild-type e sua auséncia nos

animais knockout.

Em conclusao, nossos dados reafirmam a idéia que as ilhotas pancredticas sio estruturas dinamicas e
capazes de sofrer alteracdes morfo-funcionais na tentativa de reverter algum distirbio na homeostase

glicémica (Inuwa e Mardi, 2005; Sone e Kagawa, 2005; Ahren et al., 1997). Os resultados apresentados
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nesse capitulo revelam que a dieta hiperlipidica, por um periodo relativamente curto de 60 dias, ja induz
um quadro definido como pré-diabetes em camundongos C57BL/6; tal quadro é caracterizado por um
estado de hiperglicemia, hiperinsulinemia e significativa intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Em
adigdo, as alteracdes no metabolismo de carboidratos em resposta a dieta foram mais severas nos animais
machos e knockout para LDLR, sendo neste caso, associadas a hipercolesterolemia. Ainda, mostramos que
tais distirbios no metabolismo de carboidrato nos animais R2 tratados foram acompanhados por aumento
da massa de ilhota e de célula B, indicando um processo de hiperplasia do pancreas enddcrino nestes
animais. Portanto, este modelo parece-nos apropriado para se investigar os mecanismos envolvidos nos
eventos iniciais que resultam na diabetes tipo 2, incluindo o papel da comunicacio intercelular mediada

pelas juncdes comunicantes neste processo.
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4. FIGURAS E LEGENDAS

Figura 1. Aspecto morfolégico do pancreas endocrino de animais alimentados por 30 dias com dieta

normal (A,C) e hiperlipidica (B,D).

Esta figura mostra fotomicrografias de ilhotas pancreaticas em cortes histoldgicos submetidos a reacdo de
imunoperoxidase para deteccdo de insulina. Note que nio existem alteragdes significativas no aspecto
morfoldgico das ilhotas do grupo alimentado com dieta hiperlipidica (macho B e fémea D) em relacdo ao
grupo controle (macho A e f€mea C). Nenhuma alteracio morfométrica significativa do pancreas
enddcrino foi observada apés 30 dias de dieta hiperlipidica, em ambos os sexos (dados ndo mostrados).

Barra, 50um.
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Figura 2: Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) em camundongos R0 e R2 machos e fémeas (60 dias

de dieta).

A figura 2 mostra o teste de tolerincia a glicose (GTT) em fémeas (figura 2a) e machos (figura 2b) de

camundongos alimentados com dieta regular (grupos RO e R2) ou, dieta hiperlipidica (grupos R0d e R2d)

por 60 dias. Note que os animais alimentados com dieta hiperlipidica desenvolvem um quadro de

N 7

intolerancia a glicose que é mais pronunciado nos machos, do que nas fémeas. O N para cada grupo

experimental encontra-se na legenda de cada grafico entre parénteses.

A andlise estatistica entre os diferentes grupos, nos intervalos de tempo estudados, revelou:
2a) P<0,05 R2XR0d (T0), R2XR2d (T30 e T90), R2XRO0 (T30 e T60), R2dXR0d (T90); P<0,01 R2XR2d (T60),
R2XRO (T90); P<0,001 R2XR0d (T30, T60 e T90), R2dXR0d (T30), ROXRO0d (T30); 2b) P<0,05 R2XR0d (TO e

T15); P<0,01 R2XR0d (T30, T60 e T90).
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Figura 3: Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) em camundongos R0 e R2 machos e fémeas (60 dias
de dieta).

A figura 3 mostra o teste de tolerancia a insulina (ITT) em fémeas (figura 3a) e machos (figura 3b) de
camundongos dos grupos R0, R2, R0d, e R2d submetidos & dieta regular ou hiperlipidica por 60 dias. Note
que os animais machos ROd e R2d desenvolvem um quadro de resisténcia periférica a insulina. O N para
cada grupo experimental encontra-se na legenda de cada gréfico entre parénteses.

A andlise estatistica entre os diferentes grupos, nos intervalos de tempo estudados, revelou diferengas
significativas apenas no caso do ITT para machos com 60 dias de dieta (fig. 3b: P<0,05 ROXR2d nos

tempos 15 e 30 minutos).
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Figura 4: Alteracoes metabolicas em camundongos R2 e R0, machos e fémeas, apos dieta

hiperlipidica por 60 dias.

Foram avaliados, no grupo controle e nos submetidos a dieta hiperlipidica de 60 dias os seguintes
parametros relacionados ao metabolismo de carboidratos: ganho de peso (a), glicemia em jejum (b),
colesterol (c) e concentracdo de insulina plasmdtica (d) (a descricdo das metodologias adotadas nessas
andlises encontra-se na secdo de Materiais e Métodos). Os dados mostram que a exposi¢do a dieta
hiperlipidica por este periodo, relativamente curto, j4 induz obesidade, associada a hiperglicemia
moderada, significativa hipercolesteronemia e hiperinsulinemia. Os animais machos e knockout para
LDLR (RO) mostraram-se mais susceptiveis a tal dieta em relagc@o as fémeas e aos animais wild-type (R2).
"P<0,05 em relacio ao seu respectivo grupo controle (alimentado com dieta normal); “P<0,05 em relacio

ao grupo R2; *P<0,05 em relagio ao grupo R2d.
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Figura 5: Aspecto morfologico de ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2 machos (60 dias

dieta).

Secgdes histoldgicas do pancreas foram imunomarcadas para insulina pelo método de imunoperoxidase
indireta. As figuras a e b correspondem, respectivamente, a ilhotas de camundongos R2 (dieta normal) e
R2d (dieta hiperlipidica). Enquanto as figuras ¢ e d, correspondem a ilhotas de camundongos RO (dieta
normal) e ROd (dieta hiperlipidica). Note que ndo se observam diferencas significativas com relacio ao
aspecto histolégico e de citoarquitetura das ilhotas dos diferentes grupos estudados. Entretanto, as ilhotas
mostradas nessa figura retratam o panorama das diferengas nos pardmetros morfométricos, que €
apresentado na Tabelas II e III. Observe que a area total da ilhota e a drea ocupada pelas células B sido
visivelmente aumentadas em animais R2d quando comparadas com os demais grupos, especialmente em
comparacgio com o grupo R2. Esse aumento nas areas totais da ilhota e de células B observado em animais

R2d ndo € percebido no grupo ROd. Barra, S0um.
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Tabela I. Analise de parametros do quadro metabélico de animais submetidos & dieta normal ou hiperlipidica por 30 dias.

G Peso Inicial Peso Final % Ganho de Pe Glicemia Jejum inicial Glicemia Jejum final Glicemia pé6s-prandial
rupo (antes da dieta) (depois da dieta) ° 0 de Teso (antes da dieta) (ap6s a dieta) final
22.68 = 0.32 (13) 6
?R2 20.19 + 0.23 (17) (P<0.01) 12.69 *+ 1.45 (13) 76.00 + 4.48 (13) 74.78 + 4.87 (9) 126.8 + 10.54 (5)
25.34 + 0.57 (14) ** 29.44 + 2.98 (14)*
Q2 R2d 19.99 % 0.36 (19) 73.13 + 4.77 (15) 71.70 * 6.40 (10) 142.6 * 3.67 (5)
(P<0.001) (P<0.01)
30.94+£0.52(13) 6
3 R2 27.56 +0.45 (13) (P<0 001() ) 10.03 +1.96 (11) 72.09 £ 6.00 (11) 81.00 + 4.66 (9) 115.5 +3.12 (4)
4.33 + 0.69 (14)* **
3B +068(19 24.97 + 4.30 (12)*
3 R2d 27.56 + 0.58 (15) (P<0.01) 72.31 £5.31(13) 75.50 = 4.82 (10) 145.3 + 7.47 (4)*
(P<0.05)
(P<0.001)
2RO 19,08 + 0.50 (15) 20.98 +0.37 (12) 10.54 + 4.57 (12) 75.4 +5.91 (10) 71.6 £4.02(9) 139.6 + 20.42 (5)
23.16 + 0.84 (13) ** 28.10 + 2.96 (13)*
7 +6.42(11 71.9 +6.42 (1 171.8 + 8.4
? ROd 18,46 + 0.52 (16) (P<0.001) (P<0.01) 80 6.42(11) 9 +6.42(10) 8 +8.45(5)
25,38 £ 0.64 (14)# 27.07 £ 0.85 (13)#
’ 105.8 £ 7.63 (10 79.9 £2.29 (9
3RO (P<0.05) (P<0.01) 6.14+2.73 (11) (10) 9 147.0 + 3.85 (4)
33.55 = 1.05 (15)* ** *
4 Rod 25,292 0.50 (16)3 (P<0.001) 33.82+521(13) 103.3 £ 8.80 (11) 92.9 + 7.06 (10) 159.3 + 7.86 (4)
(P<0.05) (P<0.001) (P<0.001)

Analise do quadro metabélico de animais alimentados por 30 dias com dieta normal (grupos R2 e R0O) ou com dieta hiperlipidica (grupos R2d e R0d). Todos os

valores apresentados na tabela correspondem a média + SEM (N), onde (N) refere-se ao numero de animais utilizados.

As comparagdes entre os pesos iniciais (Pi) e finais (Pf) foram realizadas separadamente para as linhagens de animais R2 e RO e sdo identificadas em vermelho:

0 expressa diferenca significativa entre Pi e Pf dos animais controle e ** expressa diferenca significativa entre Pi e Pf dos animais tratados com a dieta hiperlipidica. J
as diferencas significativas entre os grupos levando-se em conta apenas os valores iniciais ou finais, em separado, estio representadas da seguinte forma: * expressa
diferenca significativa entre o grupo tratado com a dieta hiperlipidica e seu respectivo controle, ou seja, R2XR2d ou ROXRO0d; # expressa diferenca significativa os
grupos controles das duas linhagens (R2X R0) e § expressa diferenca significativa os grupos das duas linhagens tratados com a dieta hiperlipidica (R2dXR0d). As

comparagdes descritas foram apenas realizadas entre animais do mesmo sexo.
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Tabela II. Parametros morfométricos do pancreas endécrino de animais R2 submetidos a dieta (regular ou hiperlipidica) por 60 dias.

P < < i % Célul %A .
‘eso Peso < . Areade Area de % Célula ¢ ? a i n?a Massa ilhota Massa N
animal - . Areailhota ) ) - . nio Ilhota/area , . .
Grupo as pancreas - um? (n) célulaB célulanido B/ilhota Blilhota pan -mg (N) célulaB ilhotas/secciao
mg (N) (m) B @ (n) mg N transversal
™) g (n) ™) g(MN)
Q 2595+1.02  1695+9.11  7385+610.7 5711+453.8 1674+2454  79.79+ 2021081  0.692+0.127 (6) 1.137+0.168  0.869+0.100  9.69 + 0.895 (6)
Controle (6) (6) (349) (349) (349) 0.81 (349) (349) (6) (6)
Q 33.05+0.87 1587+6.80  9836+7764 8165+656.3 1671+1383 8272+ 1728+0.67  1.008 +0.104 (6) 1570 £0.117  1.299+0.097 11.13+0.67 (6)
Tratado (6)* (6) (401)* (401)* (401) 0.67 (401)* (401)* (6) (6)*
(P=0,0004) (P=0,0153) (P=0,0029) (P=0,0053)  (P=0,0053) (P=0,0395)
ConO:mle 33.80+0.53 195.0+17.85 7018 +597.2 5861+£507.1 1157+1053 8397+ 16.03 +0.69 0.446 + 0.050(5) 08510089  0650£0094 goo 000
(5) (5) (269) (269) (269) 0.69 (269) (269) (5) (5) o=
3 AL6ZE158 191011836 1103049356 9519+8227 1507+1362  85.68% 1432054  1.128+0.088(5)*  2.100+0.304  1.799+0.269 13.30 + 1.4 (5)*
Tratado ) ) (399)* (399) (399) 0.54 (399)* (399)* (P= 0,0001) )¢ )% (P=0,0241)
(P=0,0016) (P=0,0013) (P= 0,0008) (P=0,0487)  (P=0,0487) (P=0,0043) (P=0,0038)

Os dados apresentados nessa tabela correspondem a média + SEM (N). * Expressa diferenca significativa entre o grupo tratado com a
dieta hiperlipidica e seu respectivo controle, (N) o nimero de animais e (n) o nimero de ilhotas analisadas.
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Tabela IIL Parametros morfométricos do pancreas endécrino de animais RO submetidos a dieta (regular ou hiperlipidica) por 60

dias.
P , . % Cél %A M
‘eso Peso < . Area de Area de % Célula i C? ula ? n?a . assa Massa N
animal - . Areailhota . J - . nio Ilhota/area ilhota - ) . -
Grupo as pancreas - m () célulaB célulanido B/ ilhota Blilhota an mg (N) célula B - ilhotas/seccido
gram mg (N) H () B (n) () pancreas mg (N) transversal
N) (n) N)
Q 21.49 +0.21 1795 +£6.513 9292 + 850.9 7115 +677.6 2177 £204.8 74.45 + 25.55 +1.09 1.285 +£0.131 0.938 +0.093
0.714 £ 0.059 (4 9.288 +0.794 (4

Controle (4) (4) (223) (223) (223) 1.090 (223) (223) @ (4) (4) @

Q 26.63 +2.11 159.5 £ 3.227 6524 + 660.5 5219 +£544.8 1305 + 144.2 78.42 + 21.58 +1.067

+ + + +
Tratado @ (4)* P=0,0332 (215)* (215)* (215)* 1.067 (215)* (215) 05540 £0.118 (4 0‘892? " 0208 0‘686(;)0‘169 8955+ 1.122(4)
P=0,0109 P=0,0305 P=0,0006 P=0,0096 P=0,0096

3 6780 + 623.9

Control 27.23 +0.30 186.3 £ 8.957 8366 + 729.1 6780 £ 623.9 (231) 77.68 22.32 + 0.959 0.6798 +0.160 (4) 1.267 £ 0.323 1.004 £0.272 9.620 + 0.899 (4)
ontrole @ @ (231) (231) 0.959 (231) (231) (@ (@

3 38.23 +1.95 153.3 £ 7.598 8213 £891.0 6928 £ 777.0 6928 £ 777.0 80.82 + 19.18 £ 0.880

Tratado (@ (4)*P=0,0308 (235) (235) (235) 0.880 (235)* (235)* 08298:+0.119 (4 1‘289(2)0‘218 1‘045(;0‘184 9788+ 1.509 (4
P=0,0014 P=0,0162 P=0,0162

Os dados apresentados nessa tabela correspondem a média + SEM (N). * Expressa diferenca significativa entre o grupo tratado com a
dieta hiperlipidica e seu respectivo controle, (N) o nimero de animais e (n) o nimero de ilhotas analisadas.
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ESTRUTURA E FUNCAO DA JUNCAO COMUNICANTE NO PANCREAS ENDOCRINO EM

MODELO ANIMAL DE DIABETES TIPO 2.

1. INTRODUCAO

Este capitulo apresenta os resultados referentes a avaliagdo do acoplamento celular mediado pelas GJs
e da expressdo e distribuicio celular das protefnas associadas a jun¢do comunicante, as conexinas 36 e 43,
e da protefna juncional ZO-1 (proteina da jun¢do de oclusdo) em ilhotas pancreéticas de camundongos
wild-type (C5TBL/6) ou knockout para o gene do receptor de LDL (LDLR/) que apresentam um quadro
de pré-diabetes induzido pela administracdo de dieta hiperlipidica por curto periodo de tempo.

Como j4 abordado no Capitulo I, a juncdo comunicante desempenha importante papel em vdrios
processos celulares e fisiologicos, como por exemplo, a proliferacio e diferenciacdo celular, o
desenvolvimento embriondrio, a propagacdo da onda de contragdo cardiaca, a secre¢do glandular exdcrina
e enddcrina, dentre outros. Tendo em vista a importancia dessas jun¢des em tantos processos fisioldgicos,
ndo é surpreendente que seja crescente o nimero de doencas que tenham a sua etiologia associada a
mutagdes nos genes que codificam as conexinas e/ou a disfuncdo dos canais formados por essas proteinas
(Laird, 2006; Gerido e White, 2004).

Particularmente interessante ¢ a descoberta feita através do mapeamento genético de portadores de
diabetes tipo 2 que revelou alteracdes em vdrios loci génicos nestes individuos, incluindo o 15q14 (Mori et
al., 2004; Cox et al., 1999), regido compativel a do gene da Cx36 em humanos (Belluardo et al., 1999).

Embora uma correlacio etiolégica entre GJ e diabetes ainda ndo tenha sido diretamente estabelecida,
nem experimentalmente nem clinicamente, algumas evidéncias apontam que essa correlacdo € plausivel.
Trabalhos, empregando a linhagem de células B, MING, transfectadas com cDNA anti-sense para Cx36,
ou camundongos transgénicos, mostram que a perda da expressdo de Cx36 pelas células B pancreaticas
resulta em comprometimento da sincronizacdo das oscilacdes intracelulares de cdlcio, em secre¢do basal
aumentada de insulina e resposta secretora deficitdria de insulina a concentragdes fisioldgicas de glicose e
a outros secretagogos (Wellershaus et al., 2008; Ravier et al., 2005; Calabrese et al., 2003).
Adicionalmente, as oscilacdes do célcio intracitoplasmético induzidas pela glicose estdo desincronizadas
em ilhotas de camundongos db/db (Roe et al., 1994) e ob/ob (Ravier et al., 2002). Tais alteracdes
observadas em roedores sdo compativeis com as mudangas que precedem o inicio do desenvolvimento da

diabetes tipo 2 em humanos (por exemplo, perda das oscilacdes na concentracao plasmadtica de insulina) e,

63



Capitulo IV

mais tarde, caracterizam a doenga (secrecdo basal aumentada de insulina e secrec@o de insulina deficitdria
na presenca de concentragdes pds-prandiais de glicose).

Nesta tese, utilizando um modelo de diabetes tipo 2, buscamos verificar se alteracdes na
expressao/distribuicdo e/ou propriedade dos canais das GJs na célula B poderiam constituir-se em

importantes eventos na fase inicial de desenvolvimento desta disfuncdo do pancreas enddcrino.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Modelo de Diabetes tipo 2

O modelo in vivo de diabetes tipo 2 utilizado no presente capitulo € o mesmo apresentado no capitulo
anterior. Resumidamente, camundongos C57BL/6 (grupo wild-type denominado R2) e LDLR/" (grupo
knockout denominado RO0), fémeas e machos, foram utilizados com 4 meses de idade. Os animais controle
foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas e os
animais LDLR/" utilizados foram provenientes do CEMIB ou de cruzamentos realizados no biotério de
animais transgénicos da Profa. Dra. Helena Oliveira (Departamento de Fisiologia e Biofisica, 1B,
UNICAMP). Parte dos animais dos dois grupos foi colocada em dieta com alto teor de lipidios (21%),
enquanto, outra parte dos animais dos grupos RO e R2 foi alimentada com dieta normal (4% de lipidios)
por um periodo de 30 ou 60 dias. Para a maioria dos experimentos, a dieta hiperlipidica administrada foi
preparada no laboratério (vide composi¢do no Capitulo III, secdo 2.1), exceto para os animais utilizados
nos experimentos de microinje¢do, onde utilizou-se uma rag¢do adquirida comercialmente (com 24% de
lipidios, D12451, Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ, USA). Todos os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada (25°C), ciclo claro-escuro de 12h além de receberem ragdo e dgua
ad libitum.

A grande maioria dos experimentos (a saber, aqueles envolvendo Western Blot e microinjecio de
marcadores intracelulares) foi feita em animais submetidos a 60d de dieta; isto porque as alteracdes
indicativas de distirbio no metabolismo de carboidratos (como hiperglicemia) foram verificadas somente
apos este periodo, como reportado no Capitulo III desta tese. Somente a andlise imunohistoquimica das
proteinas estudadas foi feita em animais apds 30 e 60 dias em dieta. Nos experimentos de microinjecdo
foram utilizados apenas camundongos machos e nos de imunohistoquimica foram utilizados

preferencialmente machos (salvo em alguns casos especificos, conforme especificado na legenda das
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N

figuras). Entretanto, no caso do Western Blot, devido a necessidade de utilizar um nimero maior de

animais para obtencdo do pool de ilhotas, foram utilizados camundongos de ambos 0s sexos.

2.2 Imunohistoquimica para Cx36, Cx43 e ZO-1

Para a dupla localizacdo celular de Cx36, Cx43 ou ZO-1 e insulina no pancreas enddcrino de
camundongos dos diferentes grupos estudados, foi realizada a técnica de imumofluorescéncia indireta.
Para tal, os pincreas coletados foram imediatamente congelados em n-hexano resfriado com nitrogénio
liquido.

Cortes histologicos de 8um do material foram obtidos por criostato a -25°C e aderidos em laminas
tratadas com solucdo de 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma). No caso da Cx43, os cortes foram fixados
por 8 minutos com paraformaldeido 2% e, apds lavagem, permeabilizados com Triton X-100 em TBS
0,05 M pH 7,4 por 5 minutos. J4 no caso da Cx36 os cortes foram apenas fixados com Acetona a —20°C
sem a posterior permeabilizacdo com Triton. Apds o bloqueio de sitios inespecificos com 5% de leite
desnatado (Molico) em TTBS (TBS/Tween 20 0,1%), os cortes foram incubados por 2h a temperatura
ambiente (TA) com o anticorpo primdrio especifico: Rabbit anti-Cx36, Zymed (dilui¢do 1:30) ou, Rabbit
anti-Cx43, Sigma (dilui¢do 1:500) ou, Rabbit anti ZO-1, Zymed (diluicdo 1:75). Apés lavagem com TBS,
os cortes foram expostos por 2 horas a TA com o anticorpo secunddrio especifico conjugado com
fluoresceina (Sigma) diluido em TBS com 1% leite desnatado, (dilui¢do 1:300; 1:500, 1:400 para Cx36,
Cx43 e ZO-1, respectivamente. A seguir, a co-imunoreagdo para insulina foi feita nos mesmos cortes,
incubando-os por aproximadamente 1 h e 30 minutos com anticorpo anti-insulina (Dako, dilui¢cdo 1:100)
seguida da incubagdo por 2 h a TA com o anticorpo secundério especifico conjugado com rodamina (Anti-

guinea pig IgG, Sigma, diluicdo 1:150).

Ap6s montagem em laminulas com Vectashield (Vector Laboratories), a localizacdo da fluorescéncia
no espécime foi detectada por um Microscdpio de Varredura Confocal a Laser (Bio-Rad MRC 1024 do
Instituto de Biologia/Faculdade de Engenharia de Alimentos ou Zeiss LSM 510 META da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP). Para permitir comparacdes quanto ao grau e o padrdo da
imunomarcagdo, os cortes dos pancreas dos diferentes grupos experimentais foram processados para
imunohistoquimica no mesmo dia e observados ao confocal na mesma sessdo de microscopia.

Foram utilizados nas reagdes de imunohistoquimica em pancreas de animais tratados por 30 dias
com dieta hiperlipidica: 4 animais machos (de cada grupo: RO, ROd, R2 ¢ R2d) e 2 fémeas (de cada
grupo: RO, R0Od, R2 e R2d).
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No caso das reagdes de imunohistoquimica em péancreas de animais tratados por 60 dias com dieta
hiperlipidica, foram utilizados, no minimo, 5 animais de cada grupo (R0, R0Od, R2 e R2d) para ambos os

SE€XO0S.

2.2.1 Quantificaciao do grau de fluorescéncia da imunomarcacao para Cx36 e ZO-1

As imagens digitais obtidas das reacdes de imunohistoquimica para as proteinas Cx36 e ZO-1 foram
posteriormente analisadas para a determinacdo semi-quantitativa da densidade integrada de pixels
(quantificag@o da fluorescéncia). Para tal, foi mensurada, através do software ImageJ (National Institute of
Health), a densidade integrada de pixels de pelo menos duas dreas quadradas de 2500 pm’ por ilhota. As
imagens das reacdes imunohistoquimicas para Cx36 e ZO-1 (60 dias de dieta) foram também analisadas
por outro software Metamorph (Zeiss Image Examiner). Nesse caso a da densidade integrada de pixels da
imunomarcacdo foi normalizada pela area das ilhotas. Resultados muito semelhantes aos obtidos com o

software livre Image] foram verificados (dados ndo mostrados).

2.2.2 Classificacao do padrao de marcacao para Cx36 e ZO-1

Como no caso da Cx36 e também da ZO-1 observamos uma possivel tendéncia de alteracdo no padrao
de marcagdo com a dieta hiperlipidica, realizamos uma andlise semi-quantitativa das imagens obtidas para
essas protefnas de modo a inclui-las em uma das trés categorias descritas a seguir. Considerdvamos que a
marcacdo tinha padrao aleatério quando nio conseguiamos detectar nenhum tipo de organizacdo no
padrdo de marcacdo das protefnas; em contraste, quando o padrdo de marcagdo dessas proteinas permitia a
verificacdo da tendéncia & formagdo de grupos de células (ou subdominios celulares) dentro da ilhota,
classificivamos as mesmas na categoria de tendéncia a formacao de subdominios; essa categoria, por
sua vez, diferencia-se da tdltima, marcacao em subdominios, pois nessa os grupamentos celulares nao sao

completamente delimitados ou facilmente identificdveis em comparagdo com a segunda categoria.
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2.3 Isolamento de ilhotas pancreaticas

Ilhotas pancredticas de camundongos dos diferentes grupos experimentais foram obtidas a partir da
digestdo do pancreas com colagenase V (Sigma), seguida de separacdo por gradiente de Ficoll ou
Histopack (Sigma) e coleta das mesmas sob lupa e com o auxilio de uma pipeta Pasteur estirada, como
descrito previamente (Boschero et al., 1993).

O isolamento e coleta das ilhotas pancreaticas foi realizado com solugdo Hank’s pH 7,4 (NaCl
136mM, KCl 5,4mM, CaCl,.2H,0 1,26mM, MgSO,7H,0 0,81mM, KH,PO, 0,44mM, Na,HPO, 0,34mM,
NaHCO; 4,2mM), suplementada com 5,6 mM de glicose e 1 mg/mL de albumina. A concentracdo de
colagenase utilizada foi de 1,7 mg/mL e cerca de 2 mL. de Hank’s com colagenase foram injetados por
pancreas (fora do ducto pancreitico).

No caso do isolamento de ilhotas de camundongos para os experimentos de microinjecdo a
concentracdo de colagenase utilizada foi de 4,5 mg por pancreas, sem que a mesma tenha sido injetada no
orgdo. Para que a digestdo com a colagenase fosse eficiente, os pancreas foram vigorosamente picotados,
ou seja, reduzidos a pequenos fragmentos, com o auxilio de trés tesouras pequenas utilizadas

simultaneamente.

2.4 Western Blot

A metodologia de Western Blot foi empregada com a finalidade de detectar o nivel de expressdo
celular das proteinas juncionais Cx36, Cx43 e ZO-1 em ilhotas pancredticas dos diferentes grupos
experimentais estudados e foi realizada segundo descri¢do de Collares-Buzato e colaboradores (2001).

Grupos de aproximadamente 1000 ilhotas foram homogeneizados em um coquetel anti-protease (10
mM imidazol pH 7,4; 4 mM EDTA; 1 mM EGTA; 200 uM DTT; 0,5 pg/ml pepstatina; 200 KIU/ml
aprotinina; 200 pM fenilmetilsufonilfluoreto; 2,5 pg/ml leupeptina e 30 pg/ml inibidor de tripsina). A
determinacdo do conteddo total de proteinas foi feita por espectrofotometria, usando-se o kit de ensaio de
proteina da Bio-Rad. Aliquotas com 60 pg (para Cx36 e Cx43) e de 30 ug (para ZO-1) do homogeneizado
foram incubadas a 37°C por 1 h em 30% do volume de 5x tampdo de Laemmli (1x tampdo: 50 mM Tris-
HCI, 2% de SDS, 10% de B-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol) e, entio,
aplicadas em gel 10% de SDS-PAGE (para Cx36 e Cx43) e gel 6,5% de SDS-PAGE (para ZO-1)
(Laemmli, 1970). A eletroforese foi realizada com voltagem fixa de 200V, amperagem varidvel e solu¢do
de corrida (Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%) por aproximadamente 30

min. Posteriormente, as proteinas foram transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose,
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com o sistema de transferéncia ligado a fonte com voltagem fixa de 120 V, amperagem varidvel e tampao
de transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,02%) por aproximadamente
1h (para Cx36 e ZO-1). No caso da Cx43 a transferéncia foi realizada com voltagem fixa de 30 V,
amperagem varidvel e tampdo de transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM) por
aproximadamente 1 h. Apds coloragdo reversivel com solucdo de Ponceau S (Bio-Rad), para verificacdo
do perfil protéico e controle da massa protéica aplicada nas linhas do gel, a membrana foi bloqueada com
5% de leite desnatado em tampao Tris-salina (TBS: Trisma base 0,01 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%,
pH 7,4) overnight a 4°C. Entdo, as membranas foram incubadas por 1 h e a temperatura ambiente com os
anticorpos primdrios especificos (Zymed), Rabbit anti-Cx36 (diluicdo 1:300 em TBS com 3% de leite
desnatado), Mouse anti-Cx43 (dilui¢do 1:160), Rabbit anti-ZO-1 (dilui¢do 1:1500). Apds lavagem do
anticorpo primdrio, as membranas foram incubadas com anticorpos secunddrios especificos (Zymed)
conjugados com peroxidase (Goat anti-rabbit, diluicdo 1:2500 em TBS com 1% de leite desnatado, para
Cx36 e ZO-1 e, Goat anti-mouse, diluicdo 1:3000, para Cx43). As bandas imunorreativas foram
detectadas por quimioluminescéncia (kit Super Signal-PIERCE) utilizando filme para auto-radiografia. A
densidade das bandas foi analisada pelo software Scion Image for Windows (Scion Corporation, USA) e
“normalizada” em relacdo a densidade da banda obtida pela reincubacdo da membrana com anticorpo anti-
B-actina (controle interno da reacdo). Em algumas membranas incubadas para ZO-1, essa “normalizac¢do”

foi feita em relacdo a densidade da linha de corrida observada apds coloragao com Ponceau S (Bio-Rad).

2.5 Microinjecao de Marcadores Intracelulares

Para determinar o grau de acoplamento celular medido pela GJ em ilhotas pancredticas de animais R2
machos, controles e os tratados com dieta hiperlipidica por 60 dias, foi empregada a técnica de
microinjecdo de dois marcadores intracelulares, o Lucifer Yellow (LY) e o Brometo de Etideo (BE),
segundo a técnica descrita por Charpantier e colaboradores (2007), com modifica¢des. O Lucifer Yellow é
um marcador que possui duas cargas negativas e peso molecular de 443,2 Da, enquanto o Brometo de
Etideo possui uma carga positiva e peso molecular de 314,1 Da. A utilizacdo de diferentes marcadores €
interessante visto que os canais formados por diferentes subtipos de conexinas apresentam propriedades
especificas de permeabilidade e seletividade a marcadores que apresentem diferentes cargas e tamanhos
Mills e Massey, 1995; Meda, 2000). Os canais de Cx36, em particular, permitem a difusdo preferencial
de moléculas carregadas positivamente (EB) em comparacido com as negativas (LY) (Charpantier et al.,

2007).
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Para a microinjecdo, ilhotas foram inicialmente isoladas, conforme descrito na secdo 2.3, e entdo
aderidas em placas de Petri contendo uma camada de Sylgard (silicone, Dow Corning, Alemanha) e
tratadas com poli-L-lisina (Sigma). Para preparacdo da pelicula de poli-L-lisina, as placas de Petri foram
incubadas por pelo menos 2 h, a 37°C com uma solucio contendo 1 mg/ml de poli-L-lisina em PBS (pH
7.3). Antes do uso, as placas foram lavadas com 4gua destilada, secas e no centro de cada uma foram
colocadas de uma a duas ilhotas para aderir por pelo menos 1h & temperatura ambiente, em cAmara Umida,
com 40 pL de solugdo tamponada de Hank’s (composicdo em mmol/L: NaCl 138, KCI1 5, CaCl,.2H,0
1,25, MgS0.,.7H,O 0,8, Na,HPO4.2H,0O 0,34, KH,PO, 0,35, NaHCO; 4,2, glicose 2,8 e HEPES 10,
pH7,3). Todas as ilhotas foram utilizadas dentro de no maximo 6 h apds adesdo; durante este periodo, o
acoplamento intercelular tem sido descrito permanecer estdvel (Charpantier et al., 2007).

Ap6s adesdo da ilhota, foram adicionados, a placa, 2 mL de solu¢do de Krebs. A placa contendo a
ilhota aderida foi, entdo, transferida para a platina, adaptada e aquecida a 37°C, de um microscépio de
fluorescéncia padrdao (Zeiss). As células da ilhota foram injetadas com um microeletrodo de vidro
contendo na sua extremidade aproximadamente 10 pL de uma solugdo com 4% de Lucifer Yellow
(Sigma) e 4% de Brometo de Etideo (Sigma) em 150 mmol/L de LiCl tamponada com 10 mmol/L. HEPES
(pH 7.2). A “ponte” entre a solucdo de tracadores e o eletrodo foi feita com a adi¢do de uma solugdo de 3
mol/L LiCl (pH 7.2) na microinje¢do. Os tracadores foram injetados simultaneamente por 10 minutos,
através da aplicagdo de pulsos “quadrados” (com amplitude de 0.1 nA, duracido de 900 ms, frequéncia de
0.5 Hz) com polaridade alternada (positiva para EB e negativa para LY). Logo apds a injecao, o campo de
difusdo dos tracadores foi fotografado por uma camera digital Axiocam (Carl Zeiss SMT, Alemanha)
acoplada a um sistema de aquisi¢do de imagens; o tempo de exposicdo foi constante para cada tracador. A
extensdo do acoplamento foi determinada medindo-se a 4rea marcada apds a injecdo dos tracadores (drea
de difusdo) (Lucifer Yellow e Brometo de Etideo) com o uso do software livre [mageTool
(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). Também, conforme descrito por Charpantier e colaboradores
(2007), algumas ilhotas microinjetadas foram fixadas com 2% de paraformaldeido em 0,1 mol/L tampdo
fosfato, incluidas em Epon e processadas para imunohistoquimica para insulina para confirmag¢do do sitio

da microinje¢ao.

2.6 Analise Estatistica

A significincia estatistica entre dois grupos experimentais foi determinada usando-se o teste t-Student.
Para multiplas comparacdes, 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. RESULTADOS

A Figura 1 mostra os resultados referentes a localizagdo celular de Cx36 e insulina em pancreas de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou regular pelo periodo de 30 dias. Em a, e sdo
apresentadas ilhota de animal RO; em b, f ilhota de animal ROd; em ¢, g ilhota de animal R2; e em d, h
ilhota de animal R2d. Observe que a marcagdo para Cx36 (Figura 1, seta) € verificada conectando grupo
de células, ou seja, formando ou evidenciando uma tendéncia para a formacio de subdominios nas ilhotas
de animais RO e R2 apds a administracdo de dieta hiperlipidica por 30 dias (asteriscos em f e h,
respectivamente). Um padrido de distribuicdo mais aleatdrio foi observado em camundongos RO e R2
alimentados com dieta regular. Realizamos uma andlise semi-quantitativa nas imagens obtidas para Cx36
e os resultados sugerem que os grupos tratados com dieta hiperlipidica (ROd e R2d) apresentam um padrdo
de marcacdo em subdominios ou de tendéncia a formacdo dos mesmos, em comparagdo aos respectivos
grupos controle (Figura 2b). Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas com rela¢do ao
grau de fluorescéncia para Cx36 entre os grupos estudados (Figura 2a).

Resultados semelhantes a esses foram também obtidos para os animais alimentados por 60 dias.
Entretanto, nesse caso, o estabelecimento de subdominios celulares nao foi tdo evidente como o observado
para os animais alimentados por 30 dias. Para tal, compare Figuras 1 e 2 (30 dias de dieta) com 3 e 4 (60
dias de dieta).

Os dados de Western Blot para Cx36 demonstram uma tendéncia a diminui¢do (de
aproximadamente 25% para o grupo wild-type e de 30% para o grupo RO) da expressdo da Cx36 em
ilhotas dos grupos tratados com dieta hiperlipidica por 60 dias (grupos ROd e R2d) em relacdo aos seus
respectivos controles. Essa diminui¢cdo ndo foi estatisticamente significativa quando comparamos todos os
grupos pelo teste de andlise de variancia (one-way ANOVA) (Figura 5d); entretanto, quando realizamos a
comparagdo dos grupos tratados com seus respectivos controles, em separado, utilizando o teste #-Student
verificamos uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos R2 e R2d (P=0,0109).
Provavelmente, essa tendéncia de diminui¢cdo ndo foi estatisticamente significativa para os animais
knockout por causa do grau de varidncia mais alto neste grupo. Note também, na figura 5b, que a Cx36 foi
detectada em suas formas dimérica (66 kDa) e monomérica (36 kDa) e que a forma monomérica foi
apenas detectada nos grupos controle, o que evidencia a diminui¢do da expressao nos grupos tratados com
a dieta hiperlipidica. A Figura 5c apresenta a re-incubac¢do da mesma membrana mostrada em b para f-
actina (controle interno da reacdo).

Com relagdo ao outro subtipo de conexina estudado nesse trabalho, a Cx43, nossos resultados de

imunohistoquimica indicam a presenca especifica de imunomarcac¢do para essa proteina em capilares
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dentro da ilhota (setas nas Figuras 6 e 7). Nao foram observadas diferencas com relagdo a
marcacao/distribuicdo de acordo com o tempo de administracdo da dieta (Figuras 6, para dieta 30 d e,
figura 7, dieta 60 d), bem como, no grau de expressdo para essa proteina juncional entre os grupos
estudados (figura 8). Entretanto, os de Western Blot revelam uma tendéncia de aumento de expressdo
dessa protefna nos grupos tratados com dieta hiperlipidica (diferenca ndo estaticamente significativa). A
figura 8b mostra que foram detectadas duas formas fosforiladas e uma forma nio fosforilada dessa
proteina nos homogenados de ilhotas dos grupos estudados. Resultados semelhantes a esses foram
também obtidos em ilhotas de ratos (vide capitulo II) e em outros tecidos, tais como o musculo estriado
cardiaco e algumas linhagens celulares (Solan et al., 2007; Cruciani e Mikalsen, 1999; Kuroki et al.,
1998).

J4 em relagdo a proteina associada a jun¢do de oclusdo ZO-1, nossos resultados de
imunohistoquimica revelam uma tendéncia ao padrdo de marcacdo em subdominios em ilhotas de animais
alimentados com dieta hiperlipidica, assim como anteriormente descrito para Cx36 nesses animais. Esse
padrdo de marcagdo foi especialmente verificado aos 30 dias de dieta (Figuras 9, para 30 dias de dieta e,
Figura 10 e 11b, para 60 dias de dieta). O grau de expressdo de ZO-1, analisado por Western Blot,
demonstra uma tendéncia de aumento (de aproximadamente 2,7 vezes para o grupo wild-type e de 1,2
vezes para o grupo RO) na expressdo desta proteina em ilhotas dos grupos tratados com dieta hiperlipidica
por 60 dias (grupos R0Od e R2d) em relagdo aos seus respectivos controles. As diferencas observadas nao
se mostraram estatisticamente significativas quando comparamos todos os grupos pelo teste de andlise de
variancia (one-way ANOVA) (Figura 12d). Entretanto, quando realizamos a comparag¢do dos grupos
tratados com seus respectivos controles, em separado, utilizando o teste t-Student verificamos uma

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos R2 e R2d (P=0,0056).

Para avaliar o aspecto funcional dos canais da jun¢do comunicante no pancreas enddcrino de
camundongos R2 alimentados por 60 dias com dieta regular (R2) ou hiperlipidica (R2d) foi realizada a
microinje¢do dos marcadores intracelulares: Lucifer Yellow (Figura 13, a e b) e Brometo de Etideo
(Figura 13, ¢ e d). Note na Figura 13e que, em ambos os grupos (R2 e R2d), os canais das GJs foram
significativamente mais permedveis a passagem de Brometo de Etideo do que ao Lucifer Yelow
(""P<0,001 para R2 LY X R2 EB e “P<0,01 para R2d LY X R2d EB). Observe, também, que o
tratamento com a dieta hiperlipidica induziu uma diminui¢do de aproximadamente 30% (ndo
estatisticamente significativa) do acoplamento celular mediado pelas GJs, avaliada através da

microinjecdo de Brometo de Etideo.
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4. DISCUSSAO

Virias evidéncias tém indicado que o acoplamento intercelular mediado pelas GJs, bem como a
expressdo de sua proteina integrante, a Cx36, per se desempenham um papel regulatério importante em
véarias funcdes da célula B pancredtica, que incluem a biossintese, estocagem e libera¢do de insulina
(Speier et al., 2007; Ravier et al., 2005; Calabrese et al., 2004, 2003). Adicionalmente, tem sido sugerido
que a Cx36 pode estar implicada no balanco crucial entre proliferacdo e morte da célula B e na regulacao
da expressdo de certos genes neste tipo celular (Nlend Nlend et al., 2006). Portanto, € plausivel sugerir
que alteracOes na Cx36, resultando em comprometimento do acoplamento intercelular ou de vias de
sinalizag@o importantes para a secrecdo de insulina, possam estar implicadas na patogé€nese da diabetes.

Essa tese, pela primeira vez, demonstra que, em modelo animal de diabetes tipo 2, o estado de pré-
diabetes em camundongos € acompanhado de alteracdes na expressdo e distribui¢do celular de Cx36 e no
acoplamento intercelular mediado pelas GJs, bem como na expressdo da Cx43 e ZO-1, em ilhotas
pancredticas.

Como descrito no capitulo III desta tese, a dieta hiperlipidica, por um periodo relativamente curto de
60 dias, induz um quadro definido como pré-diabetes em camundongos C57BL/6 que constitui a fase
inicial da diabetes tipo 2. Tal quadro € caracterizado por obesidade e hipercolesterolemia associadas a um
estado de moderada hiperglicemia, hiperinsulinemia e significativa intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina. Nestes camundongos pré-diabéticos, observamos uma diminuicdo de aproximadamente 30% na
expressdo da Cx36 nas ilhotas pancredticas, acompanhada de redug¢do no acoplamento intercelular como
medido pela microinjecdo de brometo de etideo.

Em concordancia com os dados publicados por Charpantier e colaboradores (2007), nossos resultados
de microinjecdo mostram que, em ilhotas de camundongos, tanto controles como tratados com dieta
hiperlipidica, os canais de Cx36 das células B sdo mais permedveis a molécula catidnica de Brometo de
Etideo do que a de Lucifer Yellow, que é carregada negativamente.

Ainda, embora os animais RO tratados com dieta hiperlipidica tenham mostrado alteracdes mais
pronunciadas no que se refere a glicemia em jejum e ao teste de GTT quando comparados ao grupo R2
(vide capitulo III desta tese), nds ndo verificamos aqui diferencas na expressdo de Cx36 nas ilhotas entre
estes dois grupos experimentais. Isto sugere que a maior susceptibilidade metabdlica a dieta, verificada
nos animais RO (knockout), provavelmente nio estd relacionada a modifica¢Ges na estrutura e funcio das
GJs no péncreas enddcrino.

A andlise da localizac¢do celular de Cx36, por imunohistoquimica, revelou que ilhotas de animais

tratados com dieta hiperlipidica (grupos ROd e R2d) apresentam tendéncia a uma marcacio que delimita

72



Capitulo IV

grupos de células dentro da ilhota, ou subdominios celulares. Esse padrdo de marcacdo se mostrou mais
proeminente apds a administracdo dessa dieta por 30 dias. Ndo existe na literatura nenhum registro a
respeito desse padrdo diferencial de marcacdo para Cx36 (em subdominios) como o observado em nossos
animais tratados com dieta hiperlipidica. Trabalhos anteriores reportam que a transferéncia de marcadores
intracelulares parece ser restrita a determinados grupos de células B (Pedersen et al., 2005; Caton et al.,
2003; Meda et al., 1983, 1981; Kohen et al., 1979), em contraste com estudos de eletrofisiologia que
revelam que o acoplamento i0nico entre as células B se estende a grandes regides dentro da ilhota (Speier
et al., 2007; Kanno et al., 2002; Andreu et al., 1997; Mears et al., 1995). No entanto, até o presente
momento, ndo foi esclarecido se a discordancia desses estudos nessa questdo ¢ atribuida a possivel
existéncia de compartimentos celulares com propriedades metabdlicas distintas dentro da ilhota ou, apenas
se deva a diferencas na sensibilidade e especificidade dos métodos utilizados nesses trabalhos. No que diz
respeito a esse trabalho, permanece a ser esclarecido se existe alguma importidncia funcional no
estabelecimento dos subdominios celulares como os evidenciados pela imunohistoquimica e se eles, de
alguma forma, suportam as observacdes de que a transferéncia de marcadores intracelulares parece ser
restrita a determinados grupos de células B (Pedersen et al., 2005; Caton et al., 2003; Meda et al., 1983,
1981; Kohen et al., 1979).

Auxiliam-nos na interpretagdo dos dados de Western Blot para Cx36, trabalhos recentes com
linhagens de células B que verificaram o efeito da exposi¢@o cronica a altas concentracdes de glicose e a
acidos graxos saturados sobre a expressdo de Cx36 (Allagnat et al., 2008, 2005). Esses estudos revelaram
que tais tratamentos causam diminuicdo da expressdo desse gene, mediada pela via cAMP/PKA, que
promove o aumento da expressd@o dos niveis de ICER-y, e por sua vez se liga & uma seqiiéncia da regido
promotora do gene da Cx36, modulando assim a sua expressdo (Allagnat et al., 2008, 2005). Esses
trabalhos suportam os resultados obtidos com nosso modelo in vivo, no qual os camundongos tratados
com dieta hiperlipidica, animais hipercolesterolémicos e ligeiramente hiperglicémicos apresentaram
tendéncia a diminuicdo da expressdo de Cx36 e reducio no acoplamento intercelular, estudado através da
microinjecdo de brometo de etideo.

Além da Cx36, foram também estudadas outras proteinas juncionais no nosso modelo, a Cx43 e a
Z0-1. A razdo de incluirmos a ZO-1 no nosso estudo baseia-se em dados recentes da literatura que
mostram que esta proteina juncional co-imunoprecipita com a Cx36 em vdrios tipos celulares (a saber, em
neurdnios, células das ilhotas pancredticas, linhagens de células B e células cromafins da medula da
adrenal), sugerindo um papel para a ZO-1 na organizacdo dos canais intercelulares na membrana

plasmadtica e no processo de turnover das conexinas (Girao e Pereira, 2007; Li et al., 2004 a,b).
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Interessantemente, a alteracdo verificada na expressdo de Cx43 e ZO-1 apds tratamento com a dieta
hiperlipidica foi exatamente oposta a observada para Cx36. Ilhotas pancredticas de animais submetidos a
dieta hiperlipidica por 60 dias mostraram um pequeno aumento na expressio dessas proteinas. Esse dado
reforca ainda mais a observacdo que o estado pré-diabético € associado a repressdo da expressdo de Cx36
e que este efeito deve ser funcionalmente relevante e especifico a esta proteina da GJ.

A Cx43 foi especificamente identificada em capilares nas ilhotas dos animais utilizados em nosso
modelo de diabetes tipo 2. Tais resultados confirmam e concordam com trabalhos publicados
anteriormente, como o de Theis e colaboradores (2004) que, através de estudos com genes repdrter,
demonstraram que a expressdo de Cx36 e Cx43 sdo, especifica e respectivamente, associadas as células B
e células endoteliais de capilares dentro da ilhota.

A tendéncia de aumento de expressido da Cx43 nos grupos tratados com dieta hiperlipidica observada
nos dados de Western Blot pode nos levar a uma interessante linha de interpreta¢do. Um estudo com ratos
ZDF pré-diabéticos mostrou um aumento da microvascularizacio das ilhotas desses animais, através de
andlises morfométricas e de expressdo génica de alguns marcadores endoteliais, como o VEGF (Li et al.,
2006). A Cx43 é o subtipo de conexina das células endoteliais da microvasculatura da ilhota e, os dados
de Western Blot para essa proteina revelam que a mesma € mais expressa exatamente nos grupos tratados
com dieta hiperlipidica (animais pré-diabéticos).

Com relacdo a ZO-1, o aumento verificado na expressdo dessa proteina juncional e a possivel co-
localizagdo da Cx36 e da ZO-1 nos grupos tratados com dieta hiperlipidica pode ser correlacionado com a
alterac@o na distribuicdo celular e de diminui¢@o da expressdo protéica da Cx36 observada nesses grupos.
Dados da literatura sugerem que a proteina ZO-1 desempenha importante papel na organizagdo dos canais
intercelulares na membrana e no turnover de vérios subtipos de conexina, incluindo a Cx36 e a Cx43
(Girao e Pereira, 2007; Li et al., 2004 a, b; Segretain et al., 2004; Barker et al., 2002). Estudos com células
de Sertoli e cardiomidcitos sugerem a participacdo da ZO-1 na via endocitose e degradacdo dos conexons
da placa juncional (Segretain et al. 2004; Barker et al. 2002). No contexto do presente trabalho, o
aumento da expressdo de ZO-1 e sua possivel co-localizagdo com a Cx36 pode estar correlacionado com
o papel sugerido para essa proteina na via endocitose e degradacdo dos conexons, visto que observamos
uma diminuicio da expressao de Cx36 em ilhotas de animais tratados com dieta hiperlipidica.

Adicionalmente, como demonstrado nas Figuras 9, 10 e 11b e, em semelhanca aos dados obtidos para
Cx36, nossos resultados de imunohistoquimica revelam uma tendéncia ao padrdo de marcacdo em
subdominios em ilhotas de animais alimentados com dieta hiperlipidica. Estudos em outros tecidos e
6rgdos, como o muscular estriado cardiaco, a retina e o bulbo olfatério, demonstram a co-localizacido de

Z0-1 com conexinas (36 e 43) e sugerem a importancia da ZO-1 no remodelamento dos canais formados
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pelas GJs nesses tecidos/6rgdos e nas taxas de furnover dessas proteinas (Li et al., 2004b; Barker et al.
2002). Em particular, os trabalhos de Li e colaboradores (2004 a, b) demonstram a co-localizacdo de ZO-1
com a Cx36 em vdrios tecidos, inclusive o pancreas enddcrino.

O fato de ndo termos obtido profundas alteracdes na expressdo e localizacdo celular das proteinas
associadas a jun¢do comunicante e de oclusdo aqui estudadas, estdo de acordo com o estado metabdlico
desses animais que se encontram ainda na fase inicial da diabetes tipo 2 (estado de pré-diabetes).

Estudos anteriores ja haviam reportado que o bloqueio da expressdo de Cx36 em animais knockout
para esse gene (Speier et al. 2007; Ravier et al., 2005) estd associado a perda do padrdo oscilatério de
secrecdo de insulina, a secrecdo basal de insulina aumentada e a resposta secretéria de insulina a
condi¢Oes pos-prandiais de glicose deficitaria (Klee et al., 2008). Tais caracteristicas sdo, por sua vez,
associadas ao quadro metabdlico apresentado por pacientes com diabetes tipo 2. Sendo assim, a
diminui¢do na expressdo da Cx36 observada nesse trabalho por Western Blot, somada a reducdo no
acoplamento intercelular avaliado pela microinjecdo de brometo de etideo em animais tratados com dieta

hiperlipidica (animais pré-diabéticos) pode ser indicativa de uma possivel correlagdo entre a Cx36 do

pancreas enddcrino e a diabetes tipo 2 desde o inicio do estabelecimento desta disfungao.
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5. FIGURAS E LEGENDAS

Figura 1: Dupla marcac¢ao para Cx36 e insulina em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2

machos apés 30 dias em dieta.

As fotomicrografias a, b, ¢, d apresentam a marcacio para Cx36 em ilhotas pancredticas de camundongos
dos grupos: RO, ROd R2 e R2d, respectivamente. Enquanto que, as figuras e, f, g, h mostram a dupla
marcacdo para Cx36 e insulina nas mesmas ilhotas citadas anteriormente. Note a presenca da marcagao
para Cx36 (seta) conectando grupamentos de células, ou seja, subdominios celulares dentro das ilhotas de
animais RO e R2 alimentados com dieta hiperlipidica (ROd e R2d), asteriscos em f e h, respectivamente.
Um padrao de distribui¢do mais aleatério foi observado em camundongos RO e R2 alimentados com dieta

regular. Barra, 50 pm.
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Figura 2: Analise semi-quantitativa do grau de fluorescéncia e do padrao de distribuicio da imunomarcacao

para Cx36 em ilhotas de camundongos R0 e R2 (30 dias dieta).

O grau de fluorescéncia emitido pela imunomarcagio para Cx36 foi quantificado em areas quadradas (2500 pm?)
através do software ImageJ (Fig. 2a). Os resultados apresentados nessa figura correspondem a média das medidas de
pelo menos 2 areas diferentes por ilhota. Foram amostradas pelo menos 19 ilhotas por grupo provenientes de 3
experimentos independentes. Ndo foram observadas diferencgas significativas com relacdo ao grau de fluorescéncia
para Cx36 entre os grupos estudados (P>0,05). Com relacdo ao padrdo de marcagdo para Cx36, observou-se que
ilhotas de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (ROd ou R2d) apresentam uma redistribui¢do (ou
tendéncia a redistribui¢do) do padrdo de marcacdo para Cx36, quando comparadas com as dos grupos alimentados
com dieta controle (Fig. 2b), especialmente quando se compara com as do grupo RO, que exibe padrdo
preferencialmente aleatério no caso dessa proteina juncional. N=30 ilhotas por grupo de 3 experimentos

independentes.
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Figura 3: Dupla marcac¢ao para Cx36 e insulina em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2
(60 dias dieta).

As fotomicrografias a, b, ¢, d apresentam a marcacio para Cx36 em ilhotas pancreéticas de camundongos
dos grupos: RO, ROd R2 e R2d, respectivamente. Enquanto que, as figuras e, f, g, h mostram a dupla
marcacao para Cx36 e insulina nas mesmas ilhotas citadas anteriormente. Note que, em comparacio com a
figura 1 (30 dias dieta), a marcacdo para Cx36 conectando grupos de células, subdominios, que ¢é
observada em ilhotas dos animais ROd e R2d (RO e R2 alimentados com dieta hiperlipidica), nio € tdo

evidente para os mesmos grupos quando a dieta ¢ administrada por 60 dias. Barra, 20 pm.
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Figura 4: Analise semi-quantitativa do grau de fluorescéncia e do padrao de distribuicio da imunomarcacao

para Cx36 em ilhotas de camundongos R0 e R2 machos e fémeas (60 dias dieta).

O grau de fluorescéncia emitido pela imunomarcacio para Cx36 foi quantificado em 4reas quadradas (2500 pm?)
através do software ImageJ (Fig. 4a). Os resultados apresentados nessa figura correspondem a média das medidas de
pelo menos 2 areas diferentes por ilhota. Foram amostradas pelo menos 14 ilhotas por grupo provenientes de 4
experimentos independentes. Ndo foram observadas diferencas significativas com relacdo ao grau de fluorescéncia
para Cx36 entre os grupos estudados (P>0,05). Com relacdo ao padrdo de marcacdo para Cx36, observou-se que
ilhotas de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (ROd ou R2d) apresentam uma tendéncia a
redistribui¢do da marcag@o para Cx36 em subdominios em comparagido com os respectivos grupos alimentados com

dieta controle (Fig. 4b). N=14-17 ilhotas por grupo de 4 experimentos independentes.
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Figura 5: Expressdo de Cx36 em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2 apés 60 dias de

dieta.

O painel a mostra o perfil protéico dos homogeneizados de ilhotas de camundongos RO e R2 alimentados
com dieta regular (grupos RO e R2) ou hiperlipidica (grupos ROd e R2d). A mesma membrana mostrada
em a, foi submetida a reacdo para imunodeteccio da Cx36 (figura b). Essa proteina juncional foi
detectada em suas formas dimérica (66 kDa) e monomérica (36 kDa). Apés stripping da membrana, a
mesma foi re-incubada para B-actina (controle interno da reacdo) (figura c). Em d, observe a andlise dos
valores da densidade dptica das bandas da Cx36 normalizados com os valores obtidos para B-actina. Nao
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. Foram analisadas 9 membranas, provenientes

de 5 experimentos independentes.
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Figura 6: Dupla marcacio para Cx43 e insulina em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2

(30 dias dieta).

As fotomicrografias a, b, ¢, d apresentam a marcacio para Cx43 em ilhotas pancredticas de camundongos
dos grupos: RO, ROd, R2 e R2d, respectivamente. Enquanto que, as figuras e, f, g, h mostram a dupla
marcacdo para Cx43 e insulina nas mesmas ilhotas citadas anteriormente. Note a fraca marcacdo para
Cx43 (seta) dentro da ilhota e, que, a mesma foi restrita a capilares. Os grupos RO e R2 foram alimentados
por 30 dias com ragdo regular, enquanto, os grupos R0d e R2d foram alimentados pelo mesmo periodo de

tempo com ra¢ao hiperlipidica. Barra, 50 pm.
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Figura 7: Dupla marcac¢ao para Cx43 e insulina em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2

fémeas (60 dias dieta).

As fotomicrografias a, b, ¢, d apresentam a marcacio para Cx43 em ilhotas pancreéticas de camundongos
dos grupos: RO, ROd, R2 e R2d, respectivamente. Enquanto que, as figuras e, f, g, h mostram a dupla
marcacdo para Cx43 e insulina nas mesmas ilhotas citadas anteriormente. Note a fraca marcacdo para
Cx43 dentro da ilhota (seta em d) e, que, a mesma foi restrita a capilares. Os grupos RO e R2 foram
alimentados por 60 dias com racdo regular, enquanto, os grupos ROd e R2d foram alimentados pelo

mesmo periodo de tempo com racao hiperlipidica. Barra, 50 pm.
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Figura 8: Expressao de Cx43 em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2 (60 dias dieta).

O painel a mostra o perfil protéico dos homogeneizados de ilhotas de camundongos RO e R2 alimentados
com dieta regular (grupos RO e R2) ou hiperlipidica (grupos ROd e R2d). A mesma membrana mostrada
em a, foi submetida a reagcdo para imunodeteccio da Cx43 (figura b). O anticorpo para Cx43 detectou a
forma ndo fosforilada (a banda mais inferior) e outras duas formas fosforiladas da proteina (as outras duas
bandas superiores). Apés stripping da membrana, a mesma foi re-incubada para B-actina (controle interno
da reacdo) (figura c¢). Em d, observe a andlise dos valores da densidade dptica das bandas da Cx43
normalizados com os valores obtidos para B-actina. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre

os grupos. Foram analisadas 8 membranas, provenientes de 4 experimentos independentes.
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Figura 9: Dupla marcacio para ZO-1 e insulina em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2
(30 dias dieta).

As fotomicrografias a, b, ¢, d apresentam a marcacio para ZO-1 em ilhotas pancredticas de camundongos
dos grupos: RO, ROd R2 e R2d, respectivamente. Enquanto que, as figuras e, f, g, h mostram a dupla
marcacao para ZO-1 e insulina nas mesmas ilhotas citadas anteriormente. Assim como foi observado para
Cx36 (30 dias dieta, figura 1), note que também existe uma tendéncia da marcacdo para ZO-1 em
delimitar grupos de células B, subdominios (*), dentro das ilhotas de animais RO e R2 alimentados com
dieta hiperlipidica (ROd e R2d).

Barra, 50 pm.
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Figura 10: Dupla marcacao para ZO-1 e insulina em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2
(60 dias dieta).

As fotomicrografias a, b, ¢, d apresentam a marcacio para ZO-1 em ilhotas pancredticas de camundongos
dos grupos: RO, ROd R2 e R2d, respectivamente. Enquanto que, as figuras e, f, g, h mostram a dupla
marcacao para ZO-1 e insulina nas mesmas ilhotas citadas anteriormente. Note que, em comparacio com a
figura 12 (30 dias dieta), a marcagdo para ZO-1 delimitando subdominios que € observada em ilhotas dos
animais ROd e R2d (RO e R2 alimentados com dieta hiperlipidica), ndo é tdo evidente para os mesmos

grupos quando a dieta é administrada por 60 dias. Barra, 20 pm.
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Figura 11: Analise quantitativa do grau de fluorescéncia da imunomarcaciao para Z0-1 em ilhotas
de camundongos R0 e R2 (60 dias dieta).

O grau de fluorescéncia emitido pela imunomarcagdo para ZO-1 foi quantificado em 4reas quadradas
(2500 pm?) através do software ImageJ (Fig. 11a). Os resultados apresentados nessa figura correspondem
a média das medidas de pelo menos 2 dreas diferentes por ilhota. Foram amostradas pelo menos 15 ilhotas
por grupo provenientes de 4 experimentos independentes. Nao foram observadas diferencgas significativas
com relacdo ao grau de fluorescéncia para ZO-1 entre os grupos estudados (P>0,05). Com relacido ao
padrdo de marcacdo para ZO-1, observou-se que ilhotas de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica (ROd ou R2d) apresentam uma tendéncia a redistribui¢cdo da marcacdo para essa proteina em
subdominios em comparagdo com os respectivos grupos alimentados com dieta controle (Fig. 11b). N=15-

19 ilhotas por grupo de 4 experimentos independentes.
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Figura 12: Expressao de ZO-1 em ilhotas pancreaticas de camundongos R0 e R2 (60 dias dieta).

O painel a mostra o perfil protéico dos homogeneizados de ilhotas de camundongos RO e R2 alimentados
com dieta regular (grupos RO e R2) ou hiperlipidica (grupos ROd e R2d). A mesma membrana mostrada
em a, foi submetida a reagdo para imunodetecc¢do da proteina juncional ZO-1 (figura b). Em c, observe a
andlise dos valores da densidade 6ptica das bandas da ZO-1 normalizados com os valores obtidos para f3-
actina (controle interno). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. Foram

analisadas 6 membranas, provenientes de 4 experimentos independentes.
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Figura 13: Avaliacdo do acoplamento celular em ilhotas de camundongos R2 alimentados por 60

dias.

A avaliacdo do grau de acoplamento celular mediado pelas GJs em ilhotas de camundongos R2
alimentados por 60 dias com dieta regular (R2) ou hiperlipidica (R2d) foi realizada através da
microinjecdo de marcadores intracelulares. Ilhotas de animais R2 sdo mostradas em a e ¢, enquanto ilhotas
de animais tratados com dieta hiperlipidica sdo apresentadas em b e d. As ilhotas mostradas em a e b
foram microinjetadas com Lucifer Yellow (LY) e as mostradas em ¢ e d com Brometo de Etideo (EB). Em
e o grifico representativo das microinjecdes para os dois tracadores. O numero de ilhotas analisadas
encontra-se dentro de cada barra. As ilhotas foram provenientes de 7 animais R2 e 6, R2d. Note que, tanto
em animais R2 como para animais R2d, os canais das GJs foram mais permedveis a passagem de Brometo
de Etideo do que ao Lucifer Yelow (* P<0,001 para R2 LY X R2 EB e “'P<0,01 para R2d LY X R2d
EB). Observe também a tendéncia de diminuicdo do acoplamento celular no grupo tratado com dieta
hiperlipidica verificada com a microinje¢cdo de Brometo de Etideo (R2 EB X R2d EB, diferenca ndo
significativa estatisticamente). A comparacdo entre os grupos controle e dieta para os mesmos marcadores
(R2 EB X R2d EB, ou, R2 LY X R2d LY) também ndo demonstrou diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos. Barra, 50 pm.
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CONCLUSOES

MODELO IN VIVO DE MATURACAO DA CELULA B E DO PROCESSO SECRETORIO DE INSULINA

= A andlise do grau de expressdo génica e proteica de Cx36 em ilhotas pancredticas de ratos durante
o desenvolvimento revelam que as células B de fetos e recém-nascidos (periodo perinatal) exibem
expressdo significativamente baixa dessa conexina em comparacdo com as de ratos jovens e

adultos.

= (Os dados de microinjecio apdiam esses resultados, visto que ilhotas de recém-nascidos
apresentam drea de acoplamento para o tracador Brometo de Etideo significativamente menor do
que a observada par ilhotas de ratos adultos. Canais formados pela Cx36 favorecem a passagem

de moléculas catidnicas como o tracador Brometo de Etideo.

= Inversamente, ilhotas de ratos de estdgios iniciais do desenvolvimento tém expressdo génica e
protéica significativamente maior de Cx43 do que a observada em ilhotas de ratos jovens e
adultos. A expressdo deste subtipo de conexina (Cx) foi observada principalmente em células ndao
B localizadas na periferia das ilhotas de fetos e recém-nascidos e em células endoteliais de ilhotas
de jovens e adultos. Ndo foram encontradas diferengas significativas com relacdo ao grau de

expressao e localizacdo celular de Cx45 entre os grupos analisados.

= A reduzida expressdo de Cx36 verificada em células B de ilhotas de ratos do estdgio perinatal e o
conseqiiente acoplamento intercelular deficitirio parecem contribuir para a baixa resposta
secretéria induzida pela glicose observada nos estdgios iniciais de desenvolvimento. Estudos
anteriores j4 haviam reportado que niveis adequados de Cx36 sdo requeridos para uma apropriada

secrecdo de insulina estimulada pela glicose ou por secretagogos ndo metabolizdveis
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MODELO IN VIVO DO COMPROMETIMENTO PROGRESSIVO DO PROCESSO SECRETORIO DE INSULINA

= Demonstramos que a dieta hiperlipidica, por um periodo relativamente curto de 60 dias, ja induz
um quadro definido como pré-diabetes em camundongos C57BL/6, wild-type (R2) e knockout
para LDLR (RO); o estado de pré-diabetes é caracterizado por hiperglicemia, hiperinsulinemia e

significativa intolerincia a glicose e resisténcia a insulina.

= As alteragdes no metabolismo de carboidratos em resposta a dieta foram mais severas nos animais
machos e knockout para LDLR, sendo neste caso, associadas a hipercolesterolemia. Os distirbios
no metabolismo de carboidrato nos animais R2 tratados com dieta hiperlipidica foram
acompanhados por aumento da massa de ilhota e de célula B, indicativo de processo de

hiperplasia do pancreas enddcrino nestes animais.

= [lhotas dos animais pré-diabéticos, do nosso modelo, mostraram uma alteracdo significativa na
distribui¢do celular de Cx36, a qual foi acompanhada por uma reorganizagdo da ZO-1, uma
proteina juncional que co-imunoprecipita com Cxs em outros tecidos e parece ser importante nos
processos de organizacdo dos canais intercelulares da juncdo comunicante na membrana e no

turnover de conexinas em outros 6rgaos.

= Observamos também uma tendéncia a diminui¢do no grau de expressdo protéica de Cx36 e de
aumento na de ZO-1 em ilhotas dos animais tratados com dieta hiperlipidica. Tal aumento da
expressdo de ZO-1 pode estar correlacionado com a diminui¢do na expressido de Cx36, visto que,
alguns estudos presentes na literatura sugerem que essa protefna participe da via de endocitose e

degradacdo dos conexons.

= Os dados de microinje¢cdo com Brometo de Etideo suportam os resultados de Western Blot obtidos
para Cx36, visto que o tratamento com a dieta hiperlipidica induziu diminui¢do no acoplamento
celular mediado pelas GJs e avaliado através da microinjecio desse tracador (que tem passagem

preferencial através de canais formados por esse subtipo de conexina).
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Nossos resultados de imunohistoquimica para Cx43 ndo revelaram diferencas com relagcdo a
marcacao/distribuicdo dessa proteina apds tratamento com a dieta hiperlipidica, embora os dados
de Western Blot revelem uma tendéncia de aumento de expressdo dessa proteina nos grupos

tratados com dieta hiperlipidica.

O pequeno aumento na expressdo de Cx43 verificado nas ilhotas dos animais submetidos a dieta
hiperlipidica pode estar relacionado com aumento da microvascularizacdo do pancreas enddcrino

apresentado no estado pré-diabético, como demonstrado em estudos presentes na literatura.

Concluindo, a comunicacdo intercelular mediada pelas jun¢des comunicantes, particularmente a
mediada pelos canais formados pela Cx36 parece desempenhar um papel na patogénese da

diabetes tipo 2 desde sua fase inicial.
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