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RESUMO

NEVES, Fabio Coelho das. Distribuicdo de componentes celulares, vasculares, e estromais
na ilhota pancreatica humana em amostras de adultos jovens e idosos. 2024. 50f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

O envelhecimento da populagdo estd associado a alteragdes estruturais e metabolicas
nas ilhotas pancreaticas, incluindo reducdo na massa e funcéo das células beta, resultando em
menor secre¢do de insulina e maior suscetibilidade a hiperglicemia. Além disso, a matriz
extracelular que envolve as ilhotas pancredticas também ¢ afetada pelo envelhecimento,
influenciando a interagdo celular e a integridade estrutural. O presente estudo envolve a analise
histologica da ilhota pancreatica utilizando varios marcadores imunolégicos de células e
estroma, e examinando separadamente trés regides anatdmicas do pancreas humano normal
(cabeca, corpo e cauda). Como a faixa etaria em que ha maior prevaléncia do diabetes tipo 2 se
situa entre 60 e 85 anos, estudamos amostras de idosos acima de 60 anos, usando como controle
amostras de pancreas de adultos jovens. Utilizamos anticorpos anti-insulina e anti-glucagon
para analisar a massa de células, anticorpos antiCD31 e anti-SMA para capilares e componentes
do estroma, com os anticorpos anti-Perlecan e anti-Syndecan-4 e analise histoquimico com a
coloracdo Picro-Sirius, para analisar fibras coldgenas. O objetivo foi verificar a alteracdes na
ilhota com o envelhecimento, e se estas poderiam ter relacdo com o diabetes. Nossos resultados
indicam um aumento no acimulo de colageno ao redor das ilhotas em individuos idosos,
possivelmente relacionado a perda de massa de células beta na regido da cabeca do pancreas.
Observamos também uma reducdo na quantidade de Perlecan e Syndecan-4 nas ilhotas de
idosos, o que pode estar ligado a manutencdo das células beta. Além disso, constatamos uma
diminuicdo na quantidade média de células beta em diferentes regides do pancreas em idosos,
sugerindo uma possivel disfuncdo na regulacdo da insulina com o avancar da idade.

Palavras-chave: ilhota pancreatica; idoso; matriz extracelular; syndecan-4; perlecan; anti-

CD31,; anti-SMA; Picro Sirius; anti-Glucagon; anti-Insulina



ABSTRACT

NEVES, Fabio Coelho das. Distribution of cellular, vascular and stromal

components in the human pancreatic island in samples from young and elderly adults. 2024.
50f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Population aging is associated with alterations structural and metabolic in pancreatic
islets, including a reduction in beta cell mass and function, resulting in decreased insulin
secretion and increased susceptibility to hyperglycemia. Additionally, the extracellular matrix
surrounding pancreatic islets is also affected by aging, influencing cellular interaction and
structural integrity. The present study involves the histological analysis of the pancreatic islet
using various cell and stroma immunological markers, and separately examining three
anatomical regions of the normal human pancreas (head, body, and tail). As the age group with
the highest prevalence of type 2 diabetes ranges from 60 to 85 years, we studied samples of
elderly people over 60 years old, using pancreas samples from young adults as controls. We
used anti-insulin and anti-glucagon antibodies to analyze cell mass, anti-CD31 and anti-SMA
antibodies for capillaries and stromal components, with anti-Perlecan and anti-Syndecan-4
antibodies and histochemical analysis with Picro- Sirius, to analyze collagen fibers. The
objective is to verify if there are changes in the islet with aging, and if these could be related to
diabetes. Our findings indicate an increase in collagen accumulation around the islets in elderly
individuals, possibly related to beta cell mass loss in the pancreatic head region. We also
observed a reduction in the amount of Perlecan and Syndecan-4 in the islets of the elderly,
which may be linked to beta cell maintenance. Furthermore, we noted a decrease in the average
number of beta cells in different regions of the pancreas in the elderly, suggesting a potential
dysfunction in insulin regulation with advancing age.

Keywords: pancreatic islet; elderly; extracellular matrix; syndecan-4; perlecan; anti-CD31;
anti-SMA,; picro Sirius; anti-Glucagon; anti-Insulin
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INTRODUCAO

O pancreas humano é uma glandula mista com fungdes exocrinas e endocrinas
essenciais para a homeostase metabolica do organismo. Anatomicamente situado na cavidade
abdominal superior e anterior, entre o duodeno, bago, veia cava inferior e aorta abdominal
(Drake, 2023), o pancreas consiste em células ductais que formam os ductos pancreéticos e

células acinares que compdem a maioria da glandula exécrina (Efrat & Russ, 2012).

Figura 1 - Desenho esquematico da localizagdo do pancreas humano in situ

Veia cava inferior Eséfago Tronco cellaco

Glandula adrenal esquerda

Pescogo do pancreas

Veia porta
Doze -a Colon transverso (corte)
parte superior

Rim direito

-Corpo do pancreas

-Rim esquerdo
-Artéria

mesentérica superior
Duodeno —
Duodeno -

parte ascendente
Duodeno — . . . .
: Artéria mesentérica inferior
a parte inferior
-Artéria e veia testicular
(ovariana)

Aorta abdominal

Colon descendente

Doze dias no local

Legendas: Esquema anatdmico do corpo humano que demostra que o pancreas se localizada no abdémen, atrés do
estdbmago e entre o duodeno e 0 bago.
Fonte: Adaptado de (Drake, 2023).

A funcdo enddcrina do pancreas é realizada pelas ilhotas pancreaticas, também
conhecidas como ilhotas de Langerhans, que abrigam uma variedade de células, incluindo
células B (Beta) secretoras de insulina, células o (Alfa) secretoras de glucagon, células PP
secretoras de (Polipeptideo Pancreético) e células & (Delta) secretoras de somatostatina (figura
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2) (Efrat & Russ, 2012). A funcdo dessas células € crucial para a regulacdo da glicemia,

mantendo-a dentro de limites fisioldgicos adequados.

Figura 2 - Desenho esquematico demostrando o pancreas humano e a composicao celular

Vesicula Biliar

Legendas: Desenho esquemaético do pancreas humano, mostrado as ligagdes com outros 6rgéos
e a composicao histolégica do tecido pancreético.
Fonte: Adaptado de Efrat e Russ, 2012

A homeostase glicémica é mantida através da interagdo dinamica entre os hormonios
insulina e glucagon. A insulina facilita a entrada de glicose nas células, promovendo sua
captacdo e armazenamento como glicogénio hepatico, enquanto o glucagon estimula a liberacéo
de glicose armazenada no figado para elevar os niveis de glicose sanguinea em resposta a
hipoglicemia (Thorens, 2022; Suh, Paik, & Jacobs, 2007).

A matriz extracelular (MEC) da ilhota pancreéatica humana desempenha um papel
crucial na manutencdo da estrutura e funcdo das ilhotas, que sdo aglomerados de células
enddcrinas responsaveis pela regulacéo da glicose no sangue. A MEC é uma rede tridimensional
de proteinas e glicosaminoglicanos que circunda as células das ilhotas e fornece suporte fisico,
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regula a adesao celular, transmite sinais bioquimicos e influencia a diferenciacéo celular (Hull
etal., 2015).

A composicdo da MEC varia entre diferentes regides das ilhotas e € composta
principalmente por proteinas como colageno, laminina, fibronectina e proteoglicanos. Essas
moléculas interagem entre si e com receptores celulares para modular processos bioldgicos

essenciais, como adesdo, migracéo e a diferenciacéo celular (figura 3) (Berger et al., 2020).

Figura 3 - Desenho esquematico demostrando a composi¢do da matriz extracelular

Elastina Proteoglicanos

—— Fibra de colageno
- N ’
3 ‘] 3

Matriz extracelular

)

celular

i

PR X <

V)d \\\\\\ )ﬁ\\‘ ) 007 300000000 DO L

\ ‘“k\m“ “\‘ ey /t{f 0L )tf\)\!v% J(”W’uw)
7

3

Laminina . g -
F
Filamento de actina Integrina ibronectina

Legenda: A matriz extracelular demostrando elementos fluidos e fibrosos. Os fluidos sdo as glicosaminoglicanas
e proteoglicanas. Os fibrosos sdo proteinas estruturais (colageno, fibras elasticas ou fibras colagenas) e
proteinas adesivas (fibronectina, laminina e integrina).

Fonte: Adaptado de (Abalymov et al., 2023)

Estudos tém demonstrado que a MEC desempenha um papel fundamental na regulacéo
da sobrevivéncia e funcao das células beta pancreaticas, que s@o responsaveis pela producéo e
secrecdo de insulina. A integridade da MEC é crucial para a manutencdo da homeostase da
glicose e a prevencéo da progresséo do diabetes mellitus (Bosco et al., 2000).

Além disso, a dindmica da MEC é afetada em condi¢des patoldgicas, como diabetes tipo
1 e tipo 2, o que pode levar a disfungéo das ilhotas e a progressédo da doenga. Alteracdes na
composi¢do e organizacdo da MEC podem influenciar a resposta das células beta a sinais
metabolicos e inflamatdrios, contribuindo para a patogénese do diabetes (Bornstein & Sage,
2002).
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Estudos demostraram que o envelhecimento do corpo humano estid associado a
alteracOes estruturais e funcionais nas ilhotas pancreéticas, contribuindo para a disfuncéo
metabolica observada em pessoas idosas (Sui et al., 2019). Foi demonstrado uma diminuicao
da massa de células beta, levando a uma reducédo na secrecao de insulina e maior suscetibilidade
a hiperglicemia (Bornstein & Sage, 2002).

Além do envelhecimento da ilhota pancreética, o diabetes € uma doenca metabdlica
crénica com alta prevaléncia em paises ocidentais e esta associado a diversas complicacGes
importantes, como retinopatia, amputacdes de membros e insuficiéncia renal (Vijan, 2019). A
maioria dessas complicacdes decorre de disfuncdo de microvasculatura (Fadini et al., 2019). A
incidéncia do diabetes mellitus tipo2 (DM2) tem aumentado nas Ultimas décadas, ndo apenas
devido a maior longevidade de populacdo, mas também por sua estreita associacdo com a
obesidade (Malone; Hansen, 2019).

Um estudo recente realizado na Coréia, utilizando uma amostra populacional grande e
com idade igual ou superior a 65 anos, indicou que o pré-diabetes, diabetes, e a duragdo da
condicdo diabética estdo associados com risco aumentado para todos os tipos de cancer (figura
4) (Kim et al., 2023).

Figura 4 - Grafico que demostra a evolugdo do DM2 em diferentes regiées do mundo

100 } Europa Central, Europa Oriental = Norte de Africa e Médio Oriente Africa Subsaariana
2 e Asia Central Sul da Asia
50+ Alta renda Sudeste Asiatico, Leste Asiatico
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Legendas: Prevaléncia de diabetes por faixa etaria e regides. As areas sombreadas representam intervalos de
incerteza de 95%. Estudo da Carga Global de Doencas, Les6es e Fatores de Risco.
Fonte: Adaptado de (GBD, 2021)
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Este estudo visa investigar as alteracGes histoldgicas da ilhota pancreética relacionadas
ao envelhecimento, com foco na andlise da expressao de marcadores celulares e estromais em
diferentes regifes anatdbmicas do pancreas humano. Utilizando amostras de pancreas de
individuos idosos e de adultos jovens como controle, examinamos a correlacdo entre o
envelhecimento e as caracteristicas morfologicas e estromais da ilhota pancreética.
Especificamente, investigamos a expressdo de marcadores imunohistoquimicos com o0s
anticorpos anti-insulina e anti-glucagon para analisar a massa de células, anticorpos anti-CD31
e anti-SMA para capilares e componentes do estroma, com 0s anticorpos anti-Perlecan e anti-
Syndecan-4 e analise histoquimica com as coloracbes Hematoxilina e Eosina (HE) e Picro-
Sirius, para analisar fibras colagenas, em relagcdo ao envelhecimento da ilhota pancreética
humana.

Nosso objetivo € contribuir para o entendimento dos mecanismos subjacentes ao
envelhecimento da ilhota pancreética e a disfuncdo metabdlica associada, fornecendo insights
importantes para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas destinadas a preservar a funcdo

enddcrina e prevenir distarbios metabdlicos relacionados a idade avancada.



18

1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Realizar estudo estrutural e imuno-histoquimico em amostras teciduais de pancreas
humano obtidos a partir de autopsias na faixas etarias de 17-30 anos e 60-85 anos,

respeitando os critérios de incluséo estabelecidos.

1.2 Objetivos especificos

a. Analisar a citoarquitetura, vascularizacdo, e composi¢do do estroma das ilhotas
pancreaticas em diferentes regides anatdbmicas da glandula humana de adultos
jovens e idosos;

b. Estabelecer equivaléncias e diferencas em relacdo as ilhotas pancredticas de
jovens e idosos;

c. Realizar estudo imuno-histoquimico com os anticorpos anti-CD31, anti-SMA, anti-

perlecan, anti-syndecan-4, anti-insulina e anti-glucagon.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo das amostras de pancreas humano

As amostras de pancreas humanos foram obtidas a partir de necrépsia de individuos com
tempo post-mortem estimado de até 9 horas, com morte por trauma, e cujos corpos ndo foram
reclamados junto as autoridades publicas. Autorizacdo oficial do Instituto Médico Legal
Afréanio Peixoto, Rio de Janeiro, a obtencdo das amostras de pancreas, foi realizada durante as
disseccoes e tivemos a colaboracdo ativa de médico-legista dessa instituicdo. Existe legislacdo
federal especifica (Lei N° 8.501, de 30 de novembro de 1992, publicada no Diario Oficial da
Unido, Secdo 1, 1/12/1992, pagina 16519).

O projeto foi assim submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Pedro Ernesto, via Plataforma Brasil, tendo sido aprovado com o nimero de parecer de
6.840.818 (anexo B).

Para cada 6rgdo pancreético disponibilizado para coleta, seccionamos uma amostra das
regides da cabeca, corpo e cauda. A localizacdo e limites dessas regides seguem critérios
anatémicos estabelecidos previamente (Kakar et al., 2018). Assim, a cabeca do pancreas é
definida como a regido a direita da confluéncia das veias mesentérica superior e porta-hepatica.
O corpo esta situado entre a margem esquerda da veia mesentérica superior e a margem
esquerda da aorta. Por fim, a cauda se localiza entre a margem esquerda da aorta e o hilo do
bago com visto na figura 5.
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Figura 5 - Desenho esquemaético da posi¢do anatomia do pancreas humano
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Legendas: A cabeca do pancreas se localiza a direita da confluéncia da veia mesentérica-porta superior. O corpo
do péancreas fica entre a borda esquerda da veia mesentérica superior e borda esquerda da aorta. A
cauda do pancreas entre a borda esquerda da aorta e o hilo do baco

Fonte: Adaptado de (Amin; American Joint Committee On Cancer; American Cancer Society, 2017).

As amostras de pancreas somente foram incorporadas ao projeto quando apresentavam
preservacao macroscopica como coloracao e densidade, e sua citoarquitetura preservada, o que
correspondia ao grau de classificagdo de "+++", assim como reatividade normal a anticorpos
(Figura 6). Esse sistema de classificacdo do estado de preservacdo de tecidos foi baseado em
critérios ja publicados (Ravi et al., 2022), e se encontra ilustrado na figura 7. Dados
experimentais mostram que em amostras post-mortem com citoarquitetura do tecido mantida,
as marcagdes de imunohistoquimica ocorreram normalmente (Lesnikova et al., 2018; Ravi et
al., 2022). Além disso, de acordo com achados usando artérias humanas, a ultraestrutura de
proteoglicanos esta bem preservada em um periodo post-mortem de até trés dias (Volker et al,
1989), enquanto que a imunoreatividade a esses glicoconjugados e a outras proteinas estava
praticamente inalterada em até 24 horas ap6s a morte (Talusan et al., 2005).
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Figura 6 - Foto da macroscopia de preservagdo do pancreas humano

A

Legendas: Imagens Macroscépica dos pancreas onde o tecido estd bem preservado (A= +++), tecido com
autolise inicial em (B=++) e tecido totalmente com autolise (C=+).

AbreviagOes: + (material com muita autolise), ++ (material pouca autélise) e +++ (material preservado).

Fonte: O autor, 2024

Flgura 7 - Fotomlcrografla do padrao de preservagao do pancreas humano corado em HE
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Legendas: Corte histoldgico de pancreas humano com anallse da mtoarqmtetura onde (A— +) (B ++) e(C= +++)
Barra de escala de 50y, aumento de 400x.

Abreviaces: + (material com muita autolise), ++ (material pouca autolise) e +++ (material preservado).

Fonte: O autor, 2024

2.2 Critérios de exclusoes

Grupos de estudo e fatores de exclusdes. Sinais macroscopicos de doencas pancreaticas
como: Areas esbranquicada, areas friaveis, areas sobrelevadas, sinais de hemorragia ou de
gordura aderida ao tecido pancreético, ou de outras doencgas correlatas. Sinais histolégicos de
neoplasias e de infiltrados histoldgicos, indice de Massa Corporal (IMC) normal de até 18,50 —
24,99, que morreram de causas acidentais, e com tempo post-mortem estimado superior a 9
horas. Ja foi mostrado em estudos anteriores que durante este tempo as amostras estdo
preservadas para imuno marcacgdo (Lesnikova et al., 2018).
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2.2.1 Critérios de exclusdes 1

Analise de microscopica das laminas coradas em HE para determinar a integridade
histoldgica utilizamos um escopo de, (+) para amostras com auto lisadototal, (++) para amostras
com autolise moderada e (+++) para amostras com a ilhota pancreética bem preservada.

O sistema adotado para classificar o estado de preservacao histologica das amostras de
pancreas humanos obtidas durante necrépsia. Amostras da cabeca do pancreas. Classificacoes:
A, +; B, ++; e C, +++. Os cortes foram corados pelo HE e as imagens foram capturadas com
aumento final de 400x. Em "A" ha total perda da arquitetura celular e tecidual, que é
parcialmente preservada em "B". J4 em "C" ha adequada preservacdo da arquitetura tecidual e
celular, tanto na ilhota quanto na parte exdcrina do pancreas (Figura 6). Nesta Gltima, nota-se
inclusive a caracteristica eosinofilia no polo basal das células. No presente estudo, somente
amostras "+++" foram utilizadas, as amostras “+” ¢ “++” foram excluidas (Lesnikova et al.,
2018).

2.2.2 Critérios de exclusdes 2

Em todas a amostras de jovens e idosos usadas no estudo foram coradas pelo método
histoquimico de coloracdo Vermelho Congo para afastar possiveis casos de diabetes tipo 2,
visto que mais de 90% dos pacientes com essa doenca apresentam depoésitos amiloides nas
ilhotas (Mukherjee et al., 2015) e (Oskarsson et al., 2015). A presenca de depdsitos amiloide
nas ilhotas foi investigada corando-se cortes do pancreas com Vermelho Congo (Merck, cédigo
do produto no. 1.01340, Burlington, MA, USA) seguindo protocolo previamente publicado
(Westermark et al., 1999). Os cortes foram entéo observados em campo claro e luz polarizada.
A positividade da reacdo para amiloide foi verificada por meio de controles positivos
polarizados, que produziram coloracéo vermelha bem evidente em campo claro, e caracteristica
birrefringéncia verde-claro sob luz polarizada como demostrado na figura 8 as amostras com

depdsito de amiloide ou vermelho congo positivo foram excluidas.
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Figura 8 - Fotomicrografias da técnica de Vermelho do Congo

Legendas: Fotomicrografias da coloragdo de Vermelho Congo, fotomicrografia (a) ilhota pancreédtica humana
negativo para vermelho congo com polarizacéo, fotomicrografia (b) ilhota pancreatica humana negativo
para vermelho congo sem polarizacdo, fotomicrografia (c) Tireoide humana controle positivo para
vermelho congo com polarizacao e fotomicrografia (d) Musculo esquelético humana controle positivo
para vermelho congo sem polarizag&o. Barra de escala em 100 aumento de 200x.

Fonte: O autor, 2024

2.3 Coleta das amostras

O pancreas foi isolado para iniciar o posicionamento anatémico e fotografados por
inteiro (com escala em centimetros) logo ap6s a coleta (figura 9). Realizado a clivagem de uma
amostra de aproximadamente 2cm? de cada regido anatdmica, cabega, corpo e cauda seguindo
os critérios de identificag&o vistos da figura 9.
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Figura 9 -Foto do pancreas humano colhido no IML demostrando boa preservagéo

o

Legendas: Foto macroscdpica de um pancreas com critério (+++) de jovem e com a separacao das areas onde
foram retiradas as amostras para o processamento.
Fonte: O autor, 2024.

A fixacdo do material imediatamente apds a clivagem, utilizando frascos de boca larga
com tampa de volume 50ml com formol 10% neutro-tamponado e fechado hermeticamente.
Para cada individuo, foram usados trés frascos, 0s quais previamente etiquetados e contendo as
seguintes informacdes: (a) codigo do corpo (C1, C2, C3, etc.), (b) regido do pancreas (cabeca
“A”, corpo “B”, ou cauda “C”) e (c) data da coleta (necropsia). As amostras foram separas em
cassetes plasticos um de cada area, identificadas como C1 1,2,3., C2 1,2,3..., assim por diante.

assim totalizando 78 amostras de pancreas.

2.4 Processamento histologico humano

As amostras foram desidratadas usando uma serie crescente de 5 etanol na concentracéo
de (70, 80, 96, 99,6 e 99,6%), em seguida o material foi embebido em 3 (trés) banhos de Xilol
(Xilénio) e em seguida o material passou por 2 (dois) banhos de parafinas em uma temperatura
de 65C° de (60 minutos) em um processamento automatizado PT2 (LUPTEC 2015, BRASIL)
(figura 10). Foi feito a inclusdao em parafina onde foi confeccionado os blocos de parafina em
unidade de inclusdo LEICA 2009. Os cortes foram feitos em micrétomo RM (LUPETEC 2015,
BRASIL) na espessura 5 pum.
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Figura 10 - Processador automatico de tecidos LUPTEC PT2

Fonte: Lupetec - Tecnologia Aplicada, BRASIL.

2.5 Método de coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE)

Os cortes histologicos obtidos em laminas de vidro foram corados pelo método de
coloracdo HE. As laminas foram colocadas na estufa para aderéncia do material ao vidro e
desparafinizacdo a uma temperatura de 65C° durante 60 minutos, em seguida retiramos da
estufa e iniciamos a desparafinizagdo com imerséo das laminas em 4 banhos de xilénio, com 2
minutos em cada um. Logo depois iniciamos a hidratacdo em uma série de concentracdes
decrescentes de etanol aquoso (99,6, 96, 80 e 70%). Em seguida, para a agua corrente e lavada
em agua destilada, apds hidratacdo iniciamos a coloracdo dos nucleos em hematoxilina Harris
durante 1 minuto, e em seguida foi realizada a diferenciacdo em agua corrente durante 5
minutos. A coloracdo em eosina se deu durante 1 minuto e diferenciada em 3 (trés) etanol a
99,6% e clarificacdo em 4 (quatro) xilénio. E a selagem com Etellan com laminula 24x50 para
finalizacdo. A analise foi realizada em um microscopio optico (Olympus, BX51, Tokyo, Japan)
equipado com camera digital (Olympus, DP71, Tokyo, Japan) (Marinho et al., 2020). Esta
coloracdo foi realizada com o objetivo de analisar a citoarquitetura e a preservacao histoldgica

das amostras.

2.6 Coloragéo de Picro-Sirius ou Sirius-Red

A coloragdo de Picro-Sirius foi realizada para evidenciar a distribui¢do de coldgeno nas

ilhotas pancreaticas. Os cortes foram desparafinizados e hidratados em agua corrente e, em
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seguida, em agua destilada seguindo a base do protocolo de HE por 4 minutos. Para coloracéo
dos ndcleos utilizamos hematoxilina Weigerts (Morphisto GmbH, Frankfurt am Main,
Alemanha) por 8 minutos. Prontamente, os cortes foram lavados em agua corrente por 5
minutos e em agua destilada por 1 minuto, e fixados duas vezes em acido acético 30% (Carl
Roth GmbH e Ko.KG) durante 1 minuto, e a seguir, duas vezes em etanol 96% por 4 min. Apos
esta etapa incubamos em &cido fosfomolibdico a 0,02 Normal durante 1 minuto. Os cortes
foram corados com Picro-Sirius a 0,1% (Morphisto GmbH) por 60 minutos, lavados e
diferenciados em HCL 0,01 Normal por 2 minutos, seguido de um banho em agua destilada por
2 minutos, e logo depois desidratada em 3 Etanol e para clarificar foram utilizados 4 banhos em
Xilénio. Concluindo em selagem utilizando etellan (Merck KGaA) e laminulas 24x50, e na
analise microscopia usamos o equipamento (Olympus, BX51, Tokyo, Japan) equipado com

camera digital (Olympus, DP71, Tokyo, Japan) (Marinho et al., 2020).

2.7 Coloracéo de Vermelho do Congo

A presenca de depdsitos amiloide nas ilhotas foi investigada corando-se cortes do
pancreas com Vermelho Congo (Merck, codigo do produto no. 1.01340, Burlington, MA, USA)
seguindo protocolo previamente publicado (Westermark et al., 1999). Foi realizada a
desparafinizacdo e hidratacdo segundo o protocolo de HE até a agua destilada, imergido as
laminas na solugdo de vermelho congo a 5% durante 60 minutos, em seguida, lavado em agua
destilada, e diferenciado em solucéo alcoodlica alcalina de hidréxido de sédio a 1%, seguido de
lavagem em agua corrente por 1 minuto, os cortes foram contracorados em Hematoxilina de
Harris por 1 minuto, diferenciado em agua corrente por 5 minutos, desidratados e clarificados
segundo o protocolo de HE e montagem usando etellan e laminula 24x50. Na analise de
microscopia, usamos o equipamento (Olympus, BX51, Tokyo, Japan) equipado com camera
digital (Olympus, DP71, Tokyo, Japan). Os cortes foram entdo observados em campo claro e
luz polarizada. A positividade da reacdo para amiloide foi verificada por meio de controles
positivos apropriados, que produziram coloracdo vermelha bem evidente em campo claro, e

caracteristica birrefringéncia verde-claro sob luz polarizada.
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2.8 Imunohistoquimica

Laminas com carga positiva da (Apex Adhesive Slide, Leica Microsystems GmbH)
seguido as orientacGes rigorosas do fabricante do kit para a revelacao, kit Leica Novolink Max
Polymer Detection System (codigo RE7280-K), Leica Microsystems GmbH. 1. Cortes foi feito
em laminas revestidas de um tecido adesivo apropriado. 2. Desparafinizado as sec¢des em
xileno ou substitutos de xileno. 3. Reidratar através de alcoois graduados. 4. Lavado as laminas
em &gua corrente de torneira lavado em agua destilada em 3 banhos. 5. Efetuar a recuperagéo
do antigeno conforme necessario (A recuperagdo antigénica esta sendo realizada por incubagéo
das laminas em camara umida a 95°C em tampdo citrato pH 6.0 durante 20 minutos) 6. Lavado
as laminas em agua deionizada. 7. Neutralizar a peroxidase enddgena, empregando para tal
Peroxidase “Block” durante 5 minutos. 8. Lavado em TBS durante 2 x 5 minutos. 9. Incubar as
seccOes com “Protein Block™” durante 5 minutos. 10. Lavado em TBS durante 2 x 5 minutos.
11. Incubar com anticorpo primario a uma diluicdo padronizada (Ver tabela 2 e 3). 12. Lavada
em TBS durante 2 x 5 minutos. 13. Incubar com Post Primary durante 30 minutos. 14. Lavada
em TBS durante 2 x 5 minutos. 15. Incubar com Novolink Polymer durante 30 minutos. 16.
Lavada em tamp&o TBS durante 2 x 5 minutos, agitando levemente. 17. Desenvolver a atividade
da peroxidase com a solugdo de trabalho diaminobenzidina (DAB) (Solugéo de trabalho DAB
Adicionar 50 ul de Novolink DAB Chromogen a 1ml de DAB Substrato “Buffer” (Polymer).
Utilizar dentro de seis horas ap0s a preparacao) durante 5 minutos. 18. Enxaguado as laminas
em agua. 19. Contrastar com Hematoxilina de Harris durante 5 minutos. 20. Enxaguado as
laminas em agua durante 5 minutos. 21.Desidratar ¢ montar as laminas. (“elFU - Leica

Biosystems”, [s.d.])

2.9 Morfometria

Todas as imagens usadas para a morfometria das estruturas da ilhota pancreatica foram
capturadas com aumento final de 400X em microscopio otico (Olympus, BX51, Tokyo, Japan)
equipado com camera digital (Olympus, DP71, Tokyo, Japan).

Para compensar a variagdo consideravel que existe no tamanho das ilhotas em cada

pancreas humano (Dybala & Hara, 2019), expressamos a quantidade dos marcadores como um
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valor relativo, e analisamos um nimero maior de ilhotas por regido anatbmica do pancreas. A
anélise morfométrica das ilhotas foi feita como descrita previamente (Marinho et al. 2020),
utilizando a técnica de "color segmentation™ através do programa Image-Pro v.5.0. Esse método
¢ amplamente utilizado para a quantificacdo de estruturas celulares e estromais em cortes
histoldgicos, como por exemplo, em ilhotas pancreaticas de humanos (Wang et al., 2013; Yang
et al., 2016) e de animais de experimentacdo (Marinho et al. 2020).
As imunomarcacdes, (figura 11 A) foi destacada com a opcéo, “irregular AOI”, para determinar
a area de interesse com marcacdo com DAB (area positiva insulina no exemplo). Com a opgéo
“perform segmentation” transformamos a marcacdo de RGB (Red, Green e Blue)
para BW (Black and White) (Figura 11 B). Obtemos as medidas em unidades de intensidade,
para densidade optica em % opg¢ao “image histogram” (Figura 11 C). O programa utilizado foi
o (Image-Pro Plus) (Figura 11 D) (Marinho et al., 2022).

Foi assim determinada a &rea da marcacdo imunohistoquimica, que foi expressa como
um percentual em relacdo a &rea da ilhota. Para cada marcagao, foram avaliados em torno de 4
cortes, com espacamento de 200 um entre eles, de modo que um total de 30 ilhotas,
aproximadamente, foi analisada em cada uma das trés regides anatbmicas de cada individuo. A
partir desses valores do total de ilhotas, foi calculada uma média de regido para cada individuo.

Todas as quantificagdes morfométricas foram realizadas por um observador, e para se
verificar a reproducibilidade intra-observador do método, utilizou-se o procedimento do
coeficiente de variacao (Li et al., 2009). Assim, foram realizadas medidas repetidas de ilhotas
de diferentes tamanhos, e para cada um foi calculado o coeficiente de variacdo (CV =
(SD/media)X100) dos valores obtidos. Os CVs foram sempre <5%, o que é considerado como
reproducibilidade aceitavel (Li et al., 2009) (Mandarim et al., 2003) e (Mandarim et al., 2010).
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Figura 11 - Captura das telas das trés etapas da densidade de volume de células beta estimada

para analise da imagem
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Legenda: A-delimitacdo da ilhota, B- delimitacdo da marcacdo do DAB, C - estimativa da densidade em (%) e
D- Versédo do programa utilizado.
Fonte: O autor, 2024

2.10 Anélises estatisticas

Os resultados para as variaveis numéricas estdo apresentados como média + desvio
padrdo. A comparacgdo entre os valores obtidos para as duas faixas etarias foi feita pelo teste t
com corre¢do de Welch. Ja a comparacdo entre as trés regides anatdbmicas do pancreas foi
realizada por meio de one-way ANOVA para medidas repetida. Todas as analises estatisticas
foram feitas com o software R v.4.3.2 (R Core Team. R: A Language and Environment for
Statistical Computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. 2023), e 0s

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.



3 TABELAS

Tabela 1 - Amostras de pancreas humanos, que apresentam preservacdo adequada do tecido

(+++). Para cada pancreas, foi colhida uma amostra da cabeca, corpo e cauda.

Faixa etaria NUmero de amostras
Adultos jovens 17-30 anos 11
Idosos de 60-85 anos 5

Legenda: Amostra de pancreas humanos de cada faixa etaria.
Fonte: O autor, 2024.

Tabela 2 - Anticorpos primarios utilizados

Antigeno Fabricante Cadigo do produto
Syndecan-4 CUSABIO CSB-PA278485
Perlecan (HSPG2) CUSABIO CSB-PA967416
Insulina SANTA-CRUZ SC-9168

Glucagon CELL MARQUE CSB-PA002654

Alfa-actina de musculo liso-SMA  cE| | MARQUE
Ch31 CEL MARQUE

202M-96
131M-96

Legenda: Anticorpos primarios com nome e codigo do fabricante.
Fonte: O Autor, 2024.

Tabela 3 - Diluicéo e pH da recuperagéo

Antigeno Diluicéo Recuperagéo antigénica
Syndecan-4 1:200 Citrato pH 6.0

Perlecan (HSPG2) 1:200 Citrato pH 6.0

Insulina 1:400 Citrato pH 6.0

Glucagon 1:400 Tris-EDTA pH 9.0
Alfa-actina de musculo liso 1:100 Citrato pH 6.0

CDh3l 1:100 Citrato pH 6.0

Legenda: Anticorpos primarios com nome dilui¢do e pH de recuperagdo antigénica.

Fonte: O autor, 2024.
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Tabela 4 - Quantidade relativa de componentes da ilhota pancredtica nas duas faixas etarias e
nas diferentes regifes anatdmicas do pancreas, marcados por meio de
imunohistoquimica

Componente da Cabeca Corpo Cauda

ilhota Adultos Idosos P Adultos Idosos p Adultos Idosos p
CD31 1,641,3 0,8+0,6 0,26 1,9+1,1 0,8+0,6 0,08 1,5+1,3 0,4+0,3 0,10
SMA 2,314 1,7+1,4 0,48 2,9+1,9 1,3+0,5 0,09 2,3+1,7 1,340,7 0,24
Syndecan-4 2,1+0,9 0,8+0,5 0,02 1,6+0,8 1,0+0,8 0,25 1,6%0,6 0,8+0,5 0,04
Perlecan 15,0+7,8 30,1+9,4 0,04 22,6+8,7 26,3+13,3 0,61 22,5+8,6 32,5#8,3 0,11
Insulina 56,4+4,7 45,2+7,8 0,03 53,5+5,4 41,3+4,8 0,005 53,8+10,1 41,1+85 0,06
Glucagon 15,1+7,1 12,5%7,6 0,61 13,4+7,7 10,4%5,1 0,50 11,646,1 6,2+3,4 0,12

Legenda: Os valores huméricos sdo dados como média + desvio padréo e representam a quantidade da marcagédo
expressa como porcentagem da area da ilhota pancreética. As médias foram comparadas por teste t com
a correcdo de Welch, e os resultados sdo mostrados como valores de p. SMA, alfa-actina de musculo
liso.

Fonte: O autor, 2024.

Tabela 5 - Comparacao da quantidade relativa de componentes da ilhota pancreatica entre as
diferentes regies anatbmicas do pancreas, para cada uma das faixas etéarias. Os
componentes foram marcados por meio de imunohistoquimica

) - CD31
Faixa etaria
Cabeca Corpo Cauda p
Adultos 1,6+1,3 1,9+1,1 1,5+1,3 0,35
Idosos 0,8+0,6 0,8+0,6 0,4+0,3 0,13
SMA
Adultos 2,3t1,4 2,9+19 2,3+1,7 0,64
Idosos 1,7¢1,4 1,3+0,5 1,3+0,7 0,57
Syndecan-4
Adultos 2,1+0,9 1,6+0,8 1,6+0,6 0,43
Idosos 0,8+0,5 1,0+0,8 0,8+0,5 0,58
Perlecan
Adultos 15,0+7,8 22,618,7 22,5+8,6 0,68
Idosos 30,1+9,4 26,3+13,3 32,5+8,3 0,86
Insulina
Adultos 56,4+4,7 53,515,4 53,8+10,1 0,51
Idosos 45,2+7,8 41,3+4.8 41,1+8,5 0,78
Glucagon
Adultos 15,1+7,1 13,4+7,7 11,66,1 0,35
Idosos 12,5+7,6 10,4+5,1 6,2+3,4 0,12

Legenda: Os valores numéricos representam a quantidade da marcagdo expressa como porcentagem da area da
ilhota pancreatica, e sdo dados como média + desvio padrdo. As médias foram comparadas por one-way
ANOVA para medidas repetidas, e os resultados sdo mostrados como valores de p. Abreviagdo: SMA,
alfa-actina de masculo liso.

Fonte: O autor, 2024.
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4 RESULTADOS

Para obtencdo das amostras de pancreas humano foi contactado o Instituto Médico
Legal do Rio de Janeiro, onde conseguimos autorizacdo do Diretor e Instituto Dr Diego Rissi
Carvalho, e dado inicio a jornada de coleta, com obtengdo do termo de anuéncia (ANEXO A).

A maior parte das amostras teve que ser descartada em funcdo da degradacdo post-
mortem do tecido. Portanto, apds a identificacao, aplicacdo dos termos de exclusdo do projeto,
analise macroscoOpica, posicionamento anatdmico, retirada das amostras do pancreas e
catalogacdo dos doadores e registrados conseguimos obter um nimero de amostras necessario
para realizacdo da pesquisa 5 idosos e 11 jovens (tabela 1). A maioria dos pancreas estavam
autolisados, com o escopo de (+) uma cruz e por critérios de exclusdo foram descartados, visto
na figura 7. Apenas uma em cada 9 amostras apresentavam preservacao adequada do tecido,
tanto do ponto de vista de citoarquitetura, quanto de reatividade das imunomarcacgoes.

Figura 12 - Fotomicrografia de ilhotas humanas de jovens e idosos corada por HE
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Legendas: llhotas humanas de jovens e idosos corada por HE, demostran
escala em 501, aumento de 400x. Abreviacdes: HE-Hematoxilina e Eosina.

Fonte: O autor, 2024.
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4.1 Preservacao e reatividade do material

As amostras de pancreas selecionadas para o presente estudo, depois de aplicados 0s
critérios de exclusdes, apresentavam citoarquitetura e reatividade a anticorpos praticamente
inalteradas, como pode ser visto nas fotomicrografias 11, 12 e 13. A preservagdo das nossas
amostras também pdde ser verificada ao compara-las com amostras de mesmo tecido obtidas e
fixadas durante cirurgia (dados ndo mostrados).

A coloracéo pelo Vermelho Congo foi negativa em todos os pancreas do estudo, e em
especial nas amostras de pancreas de idosos, ja demostrado na figura 10.

4.2 Componente da matriz extracelular, fibrose da ilhota pancreéatica

A distribuicdo do colageno no interior e periferia das ilhotas foi evidenciada corando-
se 0s cortes por meio da técnica histoquimica do Picro-Sirius.

Sabemos que, a ocorréncia de fibrose no péncreas do idoso ndo diabético,
principalmente na zona peri-ilhota e perivascular, foi inferida indiretamente através da
expressdo elevada de metaloproteinases, e tal evento poderia ser mais importante para
fisiopatologia do diabetes tipo 2 do que perdas funcionais da célula beta. Portanto, ndo apenas
ha poucas evidéncias para essa resposta fibrdtica, mas também n&o se sabe se ela ocorre de
maneira diferente nas diversas regiGes anatdbmicas do pancreas. Por isso, nos realizamos a
coloracdo de Picro-Sirius que evidencia coladgeno, afim de investigar sobre esta resposta
fibrotica em idosos. Nossos resultados sugerem que ha uma perceptivel area fibrética nas
amostras de pancreas de idosos marcada em vermelho, principalmente em torno das ilhotas,
também observamos que tem pouca variagdo quando comparada entre as regides, mas que 0
corpo tem menos marcagao quando comparado com a cabeca e a cauda (Figura 13). Nos adultos

jovens, a area de colageno peri-ilhota aparenta ser menor.
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Figura 13 - Fotomicrografia de ilhotas humanas coradas por Picro-Sirius
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Legendas: Ilhotas humanas coradas por Picro-Sirius sugerem que ha uma perceptivel area fibrética nas amostras
de pancreas de idosos, principalmente em torno da ilhota, em comparacdo com jovens. Barra de escala
em 50p, aumento de 400x.

Fonte: O autor, 2024

4.2.1 Proteogricanos da matriz extracelular

Outros dois componentes macromoleculares da matriz extracelular, os proteoglicanos
perlecan e syndecan-4, foram marcados por meio da técnica de imunohistoquimica (Figuras 14
e 15). A extensdo da marcacdo foi quantificada por método de andlise de imagem (color
segmentation), e expressa como percentual da area da ilhota. Conforme mostrado na Tabela 4,
0 syndecan-4 esta presente em quantidades relativamente pequenas em adultos jovens, e em
idosos ha uma reducéo significativa de 62% nessa quantidade na regido da cabeca do pancreas,
e de 50% na cauda. No corpo, a diferenca entre as duas faixas etarias ndo é significativa. Por
outro lado, quando as regides anatdbmicas sao comparadas entre si, para cada uma das faixas
etarias separadamente, ndo ha diferencas significativas na quantidade desse proteoglicano
(Tabela 5).

O perlecan, entretanto, esta presente em quantidades bem maiores em adultos jovens,
compreendendo de 15 a 22% da ilhota em termos de area de marcacdo. Quando comparado a
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idosos, o proteoglicano apresenta um aumento de 100% na cabeca do pancreas, enquanto que
nas demais regides as diferencas ndo sdo significativas (Tabela 4). Também ndo héa diferencas
significativas na quantidade desse proteoglicanos quando as regides anatémicas sao

comparadas entre si, para cada uma das faixas etarias (Tabela 5).

Figura 14 - Fotomicrografia de ilhotas humanas de jovens e idosos marcadas por anti-
perlecan

e

Legenda: llhotas panéreéti e idosos,
evidenciar uma baixa diferenca entre as duas faixas etérias. Barra de escala em 50, aumento de 400x.

Autor: O autor, 2024.
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Figura 15 - Fotomicrografia de ilhotas humanas de jovens e idosos marcadas por anti-
syndecan-4
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Legendas: Ilhotas pancreéticas humanas imuno marcadas por anti-syndecan-4 de jovens e idosos, onde podemos
evidenciar uma baixa diferenca entre as duas faixas etarias. Aumento de 400x.
Fonte: O autor, 2024.

4.3 Fatores da microvascularizacéo da ilhota

Um fator importante na fisiologia normal de ilhota é a sua microvasculatura. Esse fator
foi assim analisado por meio da marcacdo de células endotelias, com anticorpos anti-CD31, e
de células de musculo liso, com anticorpos anti-SMA (figura 15 e 16). Nenhum desses
marcadores apresentou diferenca significativa nas comparac@es entre adultos jovens e idosos
(Tabela 4). Nota-se, no entanto, uma tendéncia para diminuicdo de células endoteliais e de
masculo liso nos idosos, nas trés regiGes anatdbmicas do pancreas, especialmente no corpo.
Como j& observado em relagdo aos proteoglicanos, a concentragdo na ilhota de CD31 e SMA
n&o apresenta diferencas significativas entre as regides anatdbmicas do pancreas, independente
de faixa etéria (Tabela 5).
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Figura 16 - Fotomicrografia de SMA das ilhotas de humanos jovens e idosos
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Legendas: Fotomicrografia de ilhotas de humanos jovens e idosos, imuno marcadas por Anti-SMA. Barra de escala
em 50y, aumento de 400x. Abreviacdes: SMA Alfa-quitina de musculo liso
Fonte: O autor, 2024

Figura 17 - Fotomicrografia da ilhota pancreética marcada por anti-CD31 nos grupos jovens e
idosos aumento de 400x.
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Legendas: Fotomicrografia da ilhota pancreatica marcada por anti-CD31 em individuo jovem e individuo idoso.
Barra de escala em 50y, aumento de 400x.
Fonte: O autor, 2024.
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4.4 Densidade de células alfa e beta na ilhota

Como o envelhecimento ¢ acompanhado de uma perda da funcdo enddcrina do
pancreas, analisamos as quantidades de células beta e alfa, nas trés regides do pancreas, atraves
da marcacdo das ilhotas pancreaticas com anticorpos anti-insulina e anti-glucagon,
respectivamente (figuras 17 e 18). A quantificacdo da marcacdo mostra que as células beta
representam em torno de 54% da area da ilhota nas trés regides do pancreas de adultos jovens.
Ja em idosos, ha uma diminuicdo significativa de 20% em média na quantidade de células beta
na cabeca, corpo e cauda. As células alfa estdo presentes em menor quantidade e representam
12% em média da ilhota de adultos jovens, nas trés regides anatbmicas. Em contraste com o
gue acontece com as células beta, a quantidade de células alfa ndo sofre alteraces significativas
com o envelhecimento (Tabela 4). E a semelhanca dos outros componentes da ilhota
investigados nesse estudo, as quantidades de células beta e alfa ndo diferiram entre as regides

do pancreas, tanto em adultos jovens quanto em idosos (Tabela 5).

Figura 18 - Fotomicrografia de ilhotas pancreatica humanas de jovens e idosos marcadas por
anti-insulina.
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Legendas: Fotomicrografia de ilhotas pancreaticas humanas marcada por anti-insulina demostrando que jovens
possui um perceptivel aumento de células beta em relacdo a idosos. Barra de escala em 50, aumento
de 400x.

Fonte: O autor, 2024.
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Figura 19 - Fotomicrografia de ilhotas humanas de jovens e idosos marcadas por anti-

glucagon.
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Legendas: Ilhotas pancreaticas humanas imuno marcadas por anti-glucagon de jovens e idosos, onde podemos
evidenciar uma pequena diferenca entre as duas faixas etarias. Barra de escala em 50y, aumento de
400x.

Fonte: O autor, 2024.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo analisamos os componentes celulares e estromais da ilhota
pancredtica normal, em amostras de pancreas obtidas de adultos jovens e idosos, com o objetivo
de verificar: (a) se ha alteracbes desses componentes associadas ao envelhecimento; e (b) se
essas eventuais alteracdes podem ser correlacionadas com riscos para o desenvolvimento do
DM2. Devido as caracteristicas de nossas amostras, que eram desprovidas de um historico
meédico, era portanto importante afastar tanto quanto possivel eventuais comorbidades,
incluindo o DM2. Considerando que o DM1 tem prevaléncia bem menor que o tipo 2 (GBD
2021 Diabetes Collaborators, 2023), e que no tipo 2 mais de 90% dos casos apresentam
depdsitos amiloide nas ilhotas pancreaticas (Mukherjee et al., 2015), n6s inicialmente coramos
todas as amostras de pancreas com o vermelho Congo, que marca especificamente esses
depdsitos (Westermark et al., 1999). Nas amostras de tecido selecionadas para o estudo, 0s
resultados dessa coloracdo foram todos negativos, o que reduz consideravelmente a
probabilidade de termos incluido casos com DM2. Portanto, com base nesses achados, e na
aplicacdo de nossos critérios de exclusdo, diferencas entre os grupos idosos e adultos jovens

podem ser atribuidas com seguranca ao fator envelhecimento.

Picro-Sirius

O DM2 esté associado a respostas fibréticas no pancreas, possivelmente mediadas por
células esteladas. Por outro lado, a ocorréncia de fibrose no pancreas do idoso ndo diabético,
principalmente na zona peri-ilhota e peri-vascular, foi inferida indiretamente através da
expressdo elevada de metaloproteinases, e tal evento poderia ser mais importante para
fisiopatologia do DM2 do que perdas funcionais da célula beta (Almaca et al., 2014).

Portanto, ndo apenas ha poucas evidéncias para essa resposta fibrética, mas também néo
se sabe se ela ocorre de maneira diferente nas diversas regides anatdmicas do pancreas. Nossos
resultados sugerem que ha uma perceptivel area fibrética nas amostras de pancreas de idosos,
principalmente em torno da ilhota. Nos adultos jovens, a area de colageno peri-ilhota é menor,
sugerindo que ocorre uma elevacao de deposito de colageno ao passar dos anos (Yang et al.,
2016).
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Perlecan

Com o envelhecimento, a marcacdo desse proteoglicano de heparan sulfato apresenta
tendéncia de aumento nas trés regides do pancreas, embora a diferenca seja significativa apenas
na cabeca do pancreas do idoso, onde ha aumento de 100% visto na tabela 4. Perlecan é um
proteoglicano de membrana basal (Topfer, 2023), e, portanto, esperariamos que tivesse uma
marcacdo semelhante a dos capilares, que séo envoltos por esse tecido conjuntivo especializado.
No entanto, a quantidade de capilares é relativamente pequena, correspondendo, na marcagédo
de células endoteliais pelo CD31, a 1,5-2,0% da area da ilhota. Além disso, a micro vasculatura
da ilhota ndo apresentou diferencas entre as faixas etarias. Por outro lado, a quantidade de
perlecan é bem maior, variando de 15 a 32%, o que pode ser explicado pelo fato de que, além
da membrana basal associada aos capilares, a ilhota pancreatica humana possui membrana basal
externa, formando uma cépsula que penetra na ilhota junto com capilares, dando assim origem
a uma dupla membrana basal em torno de vasos (Virtanen et al., 2008). E importante observar
também que membranas basais sofrem espessamento com o envelhecimento, como por
exemplo, em capilares da retina e no glomérulo (Dybiec et al., 2022; Scioli et al., 2014), o que
contribui ainda mais para a existéncia de maior quantidade de perlecan na ilhota de idosos,
principalmente na regido da cabeca do péncreas. Consequentemente, h& maior
biodisponibilidade de cadeias de heparan sulfato nas ilhotas dessa regido do pancreas do idoso.

Essas cadeias por sua vez interagem com o IAPP (islet amyloid polypeptide, ou amylin),
aumentando o depdsito de amiloide citotdxico na ilhota, levando dessa forma a reducdo de
células beta. Esse evento fisiopatolégico é considerado como responsavel pela progressdo e
agravamento do DM2 (Cardoso et al., 2023). Portanto, podemos inferir que a maior quantidade
de heparan sulfato no ilhota pancreética de idoso, notadamente na cabeca, como mostrado por
nossos resultados, predisporia as ilhotas, e principalmente dessa regido, a uma maior formacao
de amiloide citotoxico. E importante observar que isso € consistente com achados
experimentais, que mostram que a reducdo no numero de células beta no DM2 ocorre

preferencialmente na cabeca do pancreas (Wang et al., 2013).
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Syndecans

Os syndecans constituem uma familia de proteoglicanos de superficie celular que
desempenham uma ampla gama de fun¢des na fisiologia normal das células, e estdo envolvidos
em varias desordens, como doenca de Alzheimer, doencas cardiovasculares, diabetes (Leonova
& Galzitskaya, 2015), e cancer (Onyeisi et al., 2022). Assim como o perlecan, os syndecans
também séo proteoglicanos de heparan sulfato (Leonova & Galzitskaya, 2015).

Nossos resultados mostraram que a quantidade de sydecan-4 esta diminuida em idosos.
Como esse proteoglicano esta ligado as membranas citoplasmaticas, essa reducao pode estar
associada a diminuicédo de células enddcrinas da ilhota que ocorre com o envelhecimento, como
confirmado por nossos resultados. Por outro lado, a quantidade desse proteoglicano na ilhota é
bem menor que a do perlecan, de modo que a reducéo de syndecan-4 no idoso teria pouco efeito

sobre a disponibilidade de cadeias de heparan sulfato na ilhota.

CD31 e SMA

Um fator importante na fisiologia normal de ilhota € a sua micro vasculatura. Esse fator
foi assim analisado por meio da marcacdo de céelulas endotelias, com anticorpos anti-CD31, e
de células de masculo liso, com anticorpos anti-SMA. Nenhum desses marcadores apresentou
diferenca significativa nas comparagdes entre adultos jovens e idosos (Tabela 4). Nota-se, no
entanto, uma tendéncia para diminuicéo de células endoteliais e de musculo liso nos idosos, nas
trés regides anatbmicas do pancreas, especialmente no corpo o que é consistente com 0s
achados da vascularizacdo, visto que essas células estdo funcionalmente associadas aos
capilares da ilhota. Como jé& observado em relacdo aos proteoglicanos, a concentracéo na ilhota
de CD31 e SMA néo apresenta diferencas significativas entre as regides anatdmicas do
pancreas, independente de faixa etaria (Mateus Goncalves & Almaca, 2021).

A reducdo nos capilares das ilhotas em individuos idosos pode ser devida ao aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio mitocondrial, o que leva a apoptose das células
vasculares. A pronunciada fibrose peri-ilhotas em individuos idosos normais, juntamente com
uma reducéo na vascularizagdo intra-ilhotas, pode contribuir para o aparecimento de diabetes
tipo 2, (UNGVARI et al., 2018).
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Insulina e glucagon

A analise da marcacdo mostra que as células beta representam em torno de 54% da area
da ilhota nas trés regides do pancreas de adultos jovens. Ja em idosos, ha uma diminuicdo
significativa de 20% em média na quantidade de células beta na cabeca, corpo e cauda, isso
pode significar uma possivel disfuncéo da ilhota na regulacdo de insulina ao passar dos anos.
As células alfa estdo presentes em menor quantidade e representam 12% em média da ilhota de
adultos jovens, nas trés regides anatdbmicas. Em contraste com o que acontece com as células
beta, a quantidade de células alfa ndo sofre alteracdes significativas com o envelhecimento, isso
demostra um dado importante na regulagdo do glucagon em individuos idosos, porque
permanece com 0 mesmo potencial de producdo dos jovens. Visto que ja se sabe que o
envelhecimento é acompanhado de uma perda da fungdo enddcrina do pancreas, mas esta perda
ndo ocorre nas células alfa. Em semelhanca dos outros componentes da ilhota investigados
nesse estudo, as quantidades de células beta e alfa ndo diferiram entre as regides do pancreas,

tanto em adultos jovens quanto em idosos.

Limitacdes

A principal limitacdo desse estudo é o tamanho pequeno das amostras, o que reduz o
"power" dos testes estatisticos, aumentando dessa forma o risco de erro estatistico tipo I1.
Entretanto, essa limitacdo é inerente a investigacdes que utilizam amostras de tecidos humanos
normais que s6 podem ser obtidas durante necrépsia e que empregam métodos laboratoriais
complexos. Essas investigacOes estdo assim sujeitas a varias restricdes logisticas, técnicas, e
éticas. Por exemplo, no estudo mencionado anteriormente a respeito da diversidade morfoldgica
da ilhota pancreéatica humana, certos dados sobre marcadores celulares, como CD31 e insulina,
foram obtidos em grupos de cinco ou até de apenas um individuo (Dybala & Hara, 2019). De
maneira similar, em uma andalise gendémica sobre mutacGes em neuroblastomas de criancas,
adolescentes, e adultos jovens, alguns grupos tinham cinco ou seis individuos (Cheung et al.,
2012). Gostariamos de salientar que esses dois exemplos citados foram publicados em revistas
médicas altamente conceituadas.

Uma outra limitacdo € a inexisténcia de registro médico para os corpos encaminhados
ao Instituto Meédico Legal e que ndo foram reclamados, o que torna possivel haver "confounding
factors™ que poderiam afetar as variaveis em estudo. Essa possibilidade foi reduzida, no entanto,

devido aos critérios de exclusdo que estabelecemos para selecionar as amostras.
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CONCLUSAO

Baseado nas analises dos componentes celulares e estromais da ilhota pancreatica
normal, este estudo oferece “insights” valiosos sobre as mudancas associadas ao
envelhecimento e suas potenciais implicac6es no desenvolvimento do DM2.

A auséncia de depositos amiloides nas ilhotas pancreaticas das amostras analisadas
fornece uma base solida para a exclusao de casos de DM2, permitindo assim uma investigacdo
mais precisa sobre os efeitos do envelhecimento nos tecidos pancreaticos.

A observacdo da fibrose peri-ilhota, principalmente na zona peri-ilhota e peri-vascular,
em amostras de pancreas de idosos ndo diabéticos destaca a possivel relevancia dessa resposta
fibrotica na patologia do DM2. A tendéncia de aumento na marcagéo do proteoglicano perlecan
com o envelhecimento, especialmente na cabe¢a do pancreas, sugere um potencial associagao
com o aumento do depdsito de amiloide citotdxico na ilhota, contribuindo para a progressao do
DM2.

Além disso, a diminuicdo da quantidade de syndecan-4 em idosos pode estar associada
a reducdo de células enddcrinas da ilhota, enquanto a anélise da microvasculatura revela uma
tendéncia para diminuicdo de células endoteliais e de musculo liso nos idosos, 0 que pode
influenciar na vascularizacdo das ilhotas.

A reducdo significativa na quantidade de células beta, enquanto as células alfa
permanecem relativamente estaveis com o envelhecimento, destaca a importancia da regulacéo
do glucagon em individuos idosos e sugere uma possivel disfuncdo na regulacdo da insulina ao
longo dos anos.

Em suma, este estudo ressalta a complexidade das mudangas nos componentes celulares
e estromais da ilhota pancreatica relacionadas ao envelhecimento e destaca areas potenciais
para investigacdes futuras sobre as bases moleculares e fisiol6gicas do DM2 e outros distlrbios
metabdlicos relacionados a idade.
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ANEXO A — Termo de anuéncia IML
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Governo do Estado do Rio de Janeiro

Secretaria de Estado de Policia Civil

Superintendéncia-Geral de Policia Técnico-Cientifica
Centro de Estudos e Pesquisas Forenses

TERMO DE ANUENCIA

Prezados Senhores,

Como Diretor do Centro de Estudos e Pesquisas Forenses da Superintendéncia Geral de
Policia Técnico-Cientifica na Instituiciio Secretaria de Estado de Policia Civil do Rio de Janeiro,
declaro estar ciente e de acordo com a proposta de estudo sob o titulo: “Citoarquitetura da ilhota
pancredtica humana e suas semelhancas e diferencas com o modelo experimental em
camundongos™, sob a coordenacio da Dr Luiz Eduardo de Macedo Cardoso. Informo que nada obsta
para o desenvolvimento do estudo e gue o Perito Legista Dr. Reginaldo Franklin e outros
pesquisadores sob sua supervisdo estio autorizados a desenvolver o projeto nas dependéncias do
Instituto Médico Legal Afrinio Peixoto.

Esta autorizaciio conta antecipadamente com a responsabilidade dos pesquisadores quanto as
seguintes premissas: as informacdes serdo utilizadas dnica e exclusivamente para a execugio do
estudo e o pesquisador responsdvel se compromete a manter a confidencialidade sobre os dados
coletados bem como a privacidade de seus conteidos, como preconizam os Documentos

Internacionais e a Resolugio CNS n” 466/12 do Ministério da Saide.

Rio de Janeiro, 19 de setembro de 2023,
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Diego Rissi Carvalhosa
Perito Legista
Diretor do Centro de Estudos e Pesquisas Forenses
Secretaria de Estado de Policia Civil
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ANEXO B - Submissao a Plataforma Brasil CEP

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PEDRO ERNESTO DA
UNIVERSIDADE DO ESTADO
DO RIO DE JANEIRO - HUUERJ

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: DISTRIBUICAO DOS COMPONENTES CELULARES. VASCULARES, E ESTROMAIS

DA ILHOTA PANCREATICA HUMANA EM AMOSTRAS DE ADULTOS JOVENS,

IDOSOS E CAMUNDONGOS.
Pesquisador: Fabxo Coeo Das Neves
Area Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 77317624 00000 5259
Instituicdo Proponente: Universidade do Estado do Rio de Janewo - UERJ
Patrocinador Principal: Financamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 6840818

Apresentacio do Projeto:

Transcriglo editada do conteudo registrado do protocolo *Nome do Arquivo:
PB_INFORMACOES_BASICAS DO_PROJETO_2278030" e ¢os arquivos anexados & Platalorma Brasd. O
diabeles tipo 2 tem alta prevaléncia ¢ estd associado a diversas complicagdes (insuficidncia renal,
retinopatia, amputagdes) (Vijan, 2019) As ilhotas pancredticas tém sido, portanio, intensamente
nvestigadas. Por exempio, foi recentemente demonstrado no nosso laboraldno que os proteogiicancs de
sulfato de heparano desempenham papéis fundamentas na diabetes lipo 2 (Cardoso et al. 2023). No
entanio, certos aspecios da composicao normal e da vasculanzacio da ihota humana nido sdo bem
conhecidos, especiaimente quando se leva em conta a idade ¢ a localizacdo anatdmica da iihota. A
distribuicio regional da massa de células betaMhotas mosira um aumento gradual da cabeca & cauda
{Olehnik ot al , 2017), mas nlo se sabe se (a) cutros componentes das ithotas também variam de acordo
com a localizagdo anatdmica; e (b) essa vanacio ¢ afelada pela idade. Mullas destas quesites sio
frequentemente investigadas utiizando modelos animais (Pandey & Dvorakova. 2020). Os roedoces
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de células, vascularizagho, e estroma na ilhola pancredtica em fungiio da idade, pois alguns dados
relevanies relativos ao desenvolvimento do

Conclusdes ou Pendéncias e Lista do Inadequagdes:

O projeto pode ser realizado da forma como ost apresentado. Apds andlise do protocolo fol verficado o
alendimento & legisiagio vigente ¢ © protocolo encontra-se aplo para inicko. Caso o pesquisador precise
fazer Emenda a0 Projelo, ¢ obrigatdnio 0 envio antecipado de Relatdrio Parcial via Notificaglo. A Emenda s
poderd ser solicitada apds aprovacdo da Notificagdo com relatério parcial. Diante do exposto e & luz da
Resolugio CNS n*486/2012, o projelo pode ser enquadrado na categoria . APROVADO.

Consideragdes Finals a critério do CEP;
De acordo com o ftem X.1.3.b, da Resoluglio CNS n, 466/12, o pesquisador deverd apresentar relatécios
semesirais - a contar da data de aprovaglio do protocolo - que permtam ao CEP
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