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RESUMO

FERNANDES-DA-SILVA, Aline. Agonista duo PPAR alfa/gama: plasticidade e
longevidade das ilhotas pancreaticas num modelo experimental de obesidade. 2025.
103 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2025.

O péancreas é um 6rgdo essencial para a regulagdo metabdlica, mas também
altamente vulneravel a lipotoxicidade, condicdo associada ao excesso de gordura e
comum em estados de obesidade. Essa lipotoxicidade compromete a estrutura e a
funcdo das ilhotas pancreaticas, impactando a secrecao de insulina e agravando o
desequilibrio glicémico. Estratégias terapéuticas que preservem a funcionalidade das
células beta e restaurem a homeostase metabdlica sdo essenciais para prevenir ou
controlar o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Neste contexto, a ativagdo dos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR)a/g, conhecidos por sua atuacéo
na regulacdo do metabolismo lipidico e na inflamacao, tem emergido como uma
abordagem promissora. Este estudo investigou os efeitos da ativacdo isolada e
combinada dos receptores PPARa e PPARg na remodelacéo das ilhotas pancreaticas,
proliferacéo, identidade e manutencéo das células beta em um modelo experimental
de obesidade induzida por dieta. Camundongos foram alimentados com dieta rica em
gordura (HF) por dez semanas, seguidas de tratamento por quatro semanas com
agonistas dos receptores PPARa, PPARg ou ambos. Os animais alimentados com a
dieta HF apresentaram intolerancia a glicose, perfil pré-inflamatério de adipocinas,
aumento na massa das células beta e alfa, e expressdo génica indicativa de
desdiferenciacdo e proliferacdo prejudicada das células beta. Os resultados
mostraram que todos os tratamentos com agonistas PPAR atenuaram a intolerancia
a glicose, reduziram o peso corporal e promoveram um perfil anti-inflamatério de
adipocinas. No entanto, o grupo tratado com a combinacdo PPARa/g apresentou
maior eficacia na restauracdo da citoarquitetura das ilhotas pancreéaticas e na
regulacao positiva de genes relacionados a identidade e manutencéo das células beta,
como Pdx1, Mafa e Nkx6.1. Estes achados indicam que a ativacdo combinada de
PPARa/g pode interromper o espectro de complicacfes metabodlicas associadas a
obesidade, preservando a funcionalidade das células beta pancreaticas e oferecendo
um potencial terapéutico para o tratamento do DM2.

Palavras-chave: pancreas; ilhotas pancreaticas; PPAR; obesidade; diabetes tipo 2.



ABSTRACT

FERNANDES-DA-SILVA, Aline. PPAR alpha/gamma duo agonist: plasticity and
longevity of pancreatic islets in an experimental model of obesity. 2025. 103 f. Tese
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

The pancreas is an essential organ for metabolic regulation but is also highly
vulnerable to lipotoxicity, a condition associated with excess fat and common in obesity
states. This lipotoxicity compromises the structure and function of pancreatic islets,
impacting insulin secretion and worsening glycemic imbalance. Therapeutic strategies
that preserve beta-cell functionality and restore metabolic homeostasis are essential
to prevent or manage type 2 diabetes mellitus (T2DM). In this context, activation of
peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR)a/g, known for their role in
regulating lipid metabolism and inflammation, has emerged as a promising approach.
This study investigated the effects of isolated and combined activation of PPARa and
PPARg receptors on pancreatic islet remodeling, beta-cell proliferation, identity, and
maintenance in a diet-induced obesity experimental model. Mice were fed a high-fat
diet (HF) for ten weeks, followed by four weeks of treatment with PPARa, PPARg, or
dual PPARa/g receptor agonists. The HF-fed animals exhibited glucose intolerance, a
pro-inflammatory adipokine profile, increased beta- and alpha-cell mass, and gene
expression indicative of beta-cell dedifferentiation and impaired proliferation. The
results showed that all PPAR agonist treatments alleviated glucose intolerance,
reduced body weight, and promoted an anti-inflammatory profile. However, the group
treated with the combined PPARa/g agonist exhibited the greatest efficacy in restoring
islet cytoarchitecture and positively regulating beta-cell identity and maintenance
genes, such as Pdx1, Mafa, and Nkx6.1. These findings suggest that combined
PPARa/g activation can interrupt the spectrum of metabolic complications associated
with obesity, preserving beta-cell functionality and offering therapeutic potential for
T2DM treatment.

Keywords: pancreas, pancreatic islets, PPAR, obesity, type 2 diabetes.
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INTRODUCAO

A ingestdo elevada de gordura saturada tem sido associada a expansao
excessiva do tecido adiposo e ao desenvolvimento de uma série de alteracdes
metabolicas (Miranda et al., 2020; Miranda et al., 2023). Esse cenéario promove a
hiperleptinemia, uma condicéo resultante da hipertrofia dos adipécitos brancos, que
desencadeia a hiperinsulinemia. Esse processo ocorre pela reducdo da capacidade
da leptina em modular a secrecédo de insulina pés-prandial, afetando negativamente a
funcionalidade das ilhotas pancreéticas, conhecido como eixo adipoinsular (Kieffer e
Habener, 2000a; Hudish et al., 2019). Como um dos principais 6rgdos impactados
pela lipotoxicidade, o pancreas é particularmente vulneravel aos efeitos persistentes
dessa condicao, levando a danos significativos em suas estruturas (Inaishi e Saisho,
2020a; Ahmed et al., 2021).

Além do comprometimento da funcdo adiposa e da sinalizacdo da insulina,
fatores como o estresse do reticulo endoplasmatico, hipéxia e estresse oxidativo
agravam ainda mais o0 quadro metabdlico, estando intimamente ligados ao
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e suas complicagdes (Wondmkun,
2020). Dentro das ilhotas pancreaticas, a resisténcia a insulina interfere diretamente
na secrecao de insulina estimulada pela glicose (GSIS, do inglés “glucose-stimulated
insulin secretion”), levando a liberagdo de pré-insulina — uma forma incompleta de
insulina — relacionada ao aumento do estresse do reticulo endoplasmatico no
pancreas enddcrino (Fernandes-da-Silva et al., 2021). A lipotoxicidade persistente,
comumente associada a obesidade, compromete ndo apenas as células beta, mas
também as células alfa pancreaticas, promovendo uma liberacdo excessiva de
glucagon e insulina. Esse quadro prejudica o metabolismo, a estrutura e a funcao das
ilhotas pancreaticas (Souza-Mello et al., 2011), acentuando o desequilibrio glicémico
e esgotando progressivamente a funcionalidade dessas células (Cerf, 2007).

Em resposta a sobrecarga metabdlica, as células alfa pancreéaticas podem, em
algumas condig¢des, transdiferenciar-se em células beta para tentar manter o controle
glicémico. Por outro lado, as ceélulas beta, quando submetidas a estresse cronico,
podem sofrer desdiferenciacéo e perder suas caracteristicas funcionais (Cerf, 2020).

Esses processos de plasticidade celular abrem novas possibilidades de investigagéao,
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especialmente dada a crescente prevaléncia do DM2, que atualmente afeta 16"% da
populacao adulta mundial, 5,5 pontos percentuais a mais quando comparado com 0s
10,5% da projegao publicada na edicdo anterior do Atlas de diabetes da Federagéo
internacional de diabetes (2023) (Atlas, 2019; Magliano et al., 2021).

Diante do impacto do DM2 e da necessidade de intervencfes que previnam
sua progresséao, além de promover a perda de peso e restabelecer a homeostase no
eixo adipoinsular, estratégias terapéuticas direcionadas a preservacdo da
funcionalidade das células pancreédticas sdo essenciais. Nesse contexto, 0S
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) surgem como
reguladores-chave no metabolismo lipidico. O PPAR-a desempenha um papel
essencial na homeostase energética, regulando enzimas e proteinas envolvidas no
metabolismo da glicose em estados de jejum, além de estimular as células beta
pancreaticas, aumentando a GSIS e promovendo a oxidacdo de acidos graxos
(Souza-Tavares et al., 2023). Por sua vez, o PPAR-g induz a expressdo do
transportador de glicose 4 (GLUT4) nos adipécitos, aumentando a sensibilidade a
insulina e facilitando a captacdo de acidos graxos pelos adipdcitos, o que reduz os
danos lipotoxicos aos tecidos sensiveis a insulina (Kanda et al., 2010). Assim, a
ativacdo conjunta dos receptores PPAR-a e PPAR-g emerge como uma abordagem
terapéutica promissora para prevenir ou controlar o espectro de complicacdes
metabolicas associadas ao DM2.

A hipotese central deste estudo € que a ativacdo combinada dos receptores
PPAR-a/g pode atenuar a lipotoxicidade e a resisténcia a insulina, resultando em uma
remodelacdo benéfica das ilhotas pancreaticas e preservacao da funcéo das células

beta, num modelo experimental de obesidade induzida por dieta.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1. Péancreas: umavisao comparativa entre humanos e camundongos

Os camundongos representam o modelo animal mais amplamente utilizado nos
estudos sobre o pancreas devido a sua conveniéncia experimental e ao fato de
compartilharem caracteristicas fisiolégicas fundamentais com humanos. Contudo,
para que os resultados obtidos nesses modelos possam ser adequadamente
extrapolados para a espécie humana, € imprescindivel considerar tanto as
similaridades quanto as diferencas que caracterizam o pancreas em cada espécie.
Além das distingdes evidentes no tamanho e na organizacdo macroscoépica do 6rgao,
ha diferencas mais sutis, como na vascularizacao e inervacao, na disposi¢ao do tecido

exdcrino acinar e ductal, composicéo, distribuicdo e arquitetura das ilhotas enddcrinas.

1.1.1. Anatomia

O pancreas é um 6rgao vital multifuncional que desempenha fungdes exdcrinas
e enddcrinas essenciais na digestdo e regulacdo de substratos energéticos.
Estruturalmente, consiste em duas porcdes glandulares distintas que se originam do
intestino primitivo durante o desenvolvimento embrionario, organizando-se de forma
integrada para garantir a execugdo de processos metabdlicos essenciais.

Em humanos saudaveis, o pancreas ¢ uma glandula bem definida e lobulada,
pesando entre 50 a 100g, com cerca de 14 a 18 cm de comprimento, 2 a 9 cm de
largura e 2 a 3 cm de espessura. Ele esta localizado retroperitonealmente, na parede
abdominal posterior, e é dividido macroscopicamente em trés regibes principais:
cabeca, corpo e cauda (Skandalakis et al., 1993) como ilustrado na Figura 1 A, com
algumas classificacdes reconhecendo ainda o processo uncinado e 0 pesco¢o como

subdivisbes adicionais (Suda et al., 2006).
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A cabeca do pancreas é caracterizada por sua forma em "C", alinhada com a
curvatura do duodeno. O corpo plano e estreito estende-se horizontalmente no plano
medial, cruzando estruturas vasculares importantes, como a artéria e a veia
mesentérica superior, a aorta abdominal, a veia cava inferior e a veia porta. Ja a cauda
do pancreas estende-se até o hilo do baco, completando sua estrutura anatémica. O
orgdo é envolto por uma capsula fibrosa, com septos de tecido conjuntivo que
separam seu parénquima em lobos e I6bulos menores. O mesénquima, que contém
numerosas células de gordura, representa entre 15% e 25% do volume total do 6rgéo
(Leung, 2010a; Mahadevan, 2019).

Sua vascularizacdo é provida por uma complexa rede arterial, que inclui a
artéria pancreatico-duodenal e ramificacdes da artéria esplénica, as quais nutrem o
tecido pancreético e asseguram uma perfusdo adequada para sustentar tanto as
funcdes exodcrinas quanto enddcrinas do 6rgao, enquanto a drenagem venosa ocorre
predominantemente pelo sistema porta e a inervacao € mediada pelo plexo celiaco e
pelo nervo vago (Leung, 2010b; Mahadevan, 2019).

O pancreas de camundongos apresenta uma estrutura distinta, com formato
difuso e dendritico entre 0 mesentério e o intestino delgado proximal. Este érgdo néo
€ tdo bem definido quanto nos humanos, mas pode ser dividido em trés partes
principais: o lobo duodenal, o lobo esplénico e o lobo gastrico (Molnér et al., 2020)
como ilustrado na Figura 1B. O lobo esplénico é o maior, correspondendo a mais da
metade do volume pancreatico total, e estende-se horizontalmente entre o duodeno e
o baco, sendo homadlogo ao corpo e a cauda do pancreas humano. Ja o lobo duodenal
estd embutido no mesentério ao redor do duodeno, correspondendo a cabeca do
pancreas humano. O menor lobo, o gastrico, surge como uma extensdo do lobo
esplénico durante a ontogenia e € considerado analogo ao processo piramidal
humano, uma estrutura variavel presente em aproximadamente metade dos humanos
adultos (Hornblad et al., 2011; Molnar et al., 2020).

Os lobos pancreaticos em camundongos sao separados por areas de tecido
adiposo, conjuntivo e linfatico, dificultando sua remocdo completa e a determinacéo
precisa de sua massa. Essa organizagao difusa, embora estruturalmente distinta da
dos humanos, reflete uma adaptacgéo a sua fisiologia compacta, mantendo as fungbes
exocrinas e enddcrinas altamente conservadas (Dolensek et al., 2015).

Essa organizagdo anatomica menos definida reflete a adaptagdo a uma

fisiologia mais compacta. Apesar dessas diferengas estruturais, as funcdes exdcrinas
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e enddcrinas permanecem altamente conservadas entre as espécies, assegurando a

regulacdo metabolica essencial.

Figura 1 — Anatomia macroscoépica do pancreas humano e do camundongo
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Legenda: (A) O pancreas humano consiste na cabeca, no corpo e na cauda. (B) O pancreas de
camundongo tem 3 lobos menos definidos: o duodenal, o gastrico e o esplénico. Observe a diferenga
de 10 vezes na dimenséo linear (que explica a diferenca de 1000 vezes no tamanho do 6rgédo e do
organismo). O cédigo de cores indica pecas homoélogas.

Fonte: Adaptada de (Dolensek et al., 2015)

1.1.2. Desenvolvimento embrionario e diferenciacdo celular

O desenvolvimento do pancreas € um processo que demonstra alto grau de
conservagao entre humanos e camundongos. Contudo, variacbes temporais e
estruturais refletem diferencas adaptativas relacionadas as demandas metabdlicas
especificas de cada espécie.

Durante a organogénese, tanto em humanos quanto em camundongos, O
pancreas se origina de brotos endodérmicos dorsais e ventrais a partir do duodeno
primitivo, visiveis em torno do 29° ao 31° dia pés-concepc¢do em humanos e entre 0s
dias embrionarios e8 e €9 em camundongos (Mahadevan, 2019).

O processo de diferenciacdo celular € mediado pela ativacdo de fatores de



20

transcricao cruciais, como Pdx1 (“pancreatic and duodenal homeobox”), um marcador
essencial para a linhagem pancreatica e Ngn3 (“neurogenin 3”), um fator de
transcricdo necessario para a diferenciacdo em células alfa, que sé@o indispensaveis
para a formacdo das linhagens celulares enddcrinas (Kieffer e Habener, 2000b)
(Henry et al., 2019). Nos estagios finais da transicdo primaria (€8.5-e12.5) e durante
a fase de proliferacdo secundaria (ell.5-e14.5) em camundongos, ocorre uma
expansao significativa das linhagens celulares. O desenvolvimento das células alfa e
beta é regulado por fatores como Pax4 (“paired box gene 4”) e Arx (“aristaless related
homeobox”), que promovem a diferenciacdo em células beta e alfa, respectivamente
(Rukstalis e Habener, 2009).

Em humanos, as células produtoras de insulina surgem ainda no primeiro
trimestre de gestacao, seguidas por aquelas que produzem glucagon e somatostatina.
Posteriormente, aparecem células produtoras de polipeptideo pancreéatico (PP) e
grelina, consolidando a diversidade celular das ilhotas pancreaticas (Henry et al.,
2019).

Ao longo do desenvolvimento, tanto humanos quanto camundongos
apresentam plasticidade celular nas ilhotas de Langerhans. Estudos demonstram que
células alfa podem se diferenciar em células beta em resposta a demandas
metabdlicas ou lesdes celulares, evidenciando o potencial regenerativo do pancreas
(Habener e Stanojevic, 2012; Saleh et al., 2021; Haedersdal et al., 2023).

Em humanos, a arquitetura adulta das ilhotas é alcancada aproximadamente
dois anos apds o0 nascimento, acompanhada por um aumento na area e massa das
células beta, bem como na proporcéo de células beta para alfa. Em contrapartida, em
camundongos, a estabilidade das ilhotas é observada apés as primeiras 3-4 semanas
de vida, com predominio da organizacao do tipo manto durante toda a vida adulta
(Hornblad et al., 2011; Saleh et al., 2021).

Em humanos, as ilhotas de Langerhans sdo formadas no primeiro trimestre de
gestacdo, enquanto em camundongos esse processo ocorre entre os dias
embrionarios el0 e ell(Mahadevan, 2019). Além disso, as propor¢cdes celulares
diferem significativamente, com os camundongos apresentando uma maior densidade
de células beta (50-80%) em comparacdo aos humanos (50-70%), refletindo suas

diferentes necessidades metabdlicas.
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1.1.3. Vascularizacdo e inervacdo

A vascularizacdo do pancreas desempenha um papel essencial na regulacao
funcional do 6rgao, facilitando o fornecimento de nutrientes e horménios. Esse sistema
se desenvolve inicialmente por meio de processos de vasculogénese e angiogénese.
As ilhotas de Langerhans recebem cerca de 10 vezes mais sangue por unidade de
massa do que o tecido exdcrino, tanto em humanos quanto em camundongos,
refletindo sua alta demanda metabdlica (Mastracci et al., 2023).

O péancreas humano recebe cerca de 1% do débito cardiaco, com sangue
arterial proveniente das artérias celiaca e mesentérica superior. A cabeca do pancreas
€ suprida por duas arcadas arteriais (anterior e posterior), formadas por ramos das
artérias pancreaticoduodenais superiores e inferiores, que se anastomosam
amplamente. O corpo e a cauda séo irrigados por ramos da artéria espléncia, incluindo
a artéria pancreatica dorsal e a artéria pancreatica magna (Leung, 2010a; Mahadevan,
2019). A rede de capilares distribuidos ao longo das ilhotas de Langerhans é
fundamental para o fornecimento rapido de glicose e outros nutrientes, sendo este
fator de extrema importancia para a funcdo enddcrina das ilhotas. Estudos indicam
que o padrdo de distribuicdo vascular no pancreas pode facilitar a exposicao
simultanea das células endocrinas a alteracdes nos niveis de glicose e hormbénios
circulantes, criando um ambiente propicio a deteccao e resposta imediata a variacfes
glicémicas (Mastracci et al., 2023). A drenagem venosa segue um padrao semelhante
ao suprimento arterial, com veias pancreaticoduodenais drenando para a veia porta e
suas tributarias. A microvasculatura das ilhotas humanas € organizada no sistema
portal insulo-acinar, como ilustrado na Figura 2, permitindo que o sangue das ilhotas
atinja os acinos, influenciando diretamente a secrecao exdécrina (Mastracci et al.,
2023).

A organizacdo vascular em camundongos € amplamente homodloga a dos
humanos, com diferencas no fato de que nos camundongos as ilhotas possuem
capilares localizados predominantemente entre os lobos, formando o sistema insulo-
venoso, que coleta sangue em veias interlobulares. Essa organizacdo reflete as
adaptacdes anatbmicas as menores dimensfes do o6rgdo (Dolensek et al., 2015;
Molnar et al., 2020).
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Com relacao a inervacéo, o pancreas humano €é ricamente inervado por fibras
simpaticas, parassimpaticas e aferentes, que entram no 6rgdo como pedunculos
neurovasculares, seguindo vasos sanguineos e interagindo com capilares e células
enddcrinas. Essa inervacdo contribui para a regulacdo da secrecdo de insulina
durante a fase cefalica da alimentacdo e modula a resposta ao glucagon durante a
estimulacdo simpéatica. Estudos sugerem que, em humanos, as fibras nervosas se
concentram nas células musculares lisas dos vasos sanguineos, promovendo efeitos
indiretos na funcdo endocrina (Mastracci et al., 2023).

Em camundongos, a inervacdo é amplamente homéloga a dos humanos,
embora com distribuicbes mais uniformes entre os lobos pancreaticos. As fibras
simpaticas sdo responsaveis por interagir diretamente com as células alfa nas ilhotas,
enquanto as fibras parassimpéticas tém contato com todos os tipos celulares. A
estimulacdo nervosa em camundongos mostrou influenciar a liberacédo de insulina e
glucagon, refletindo um controle neural mais direto em relacdo aos humanos
(Dolensek et al., 2015).

Figura 2 — Sistema portal insulo-acinar

o ® Células acinares expostas a altos
® o niveis de hormanios das ilhotas —

o / \
L /
° o g- : ! b
: .‘C‘?‘ 5 \boélulas acinares expostas

.m ? 2 altos niveis de — Sistema acinar peri-insular
‘-ﬁ o horménios das ilhotas

Vias aferentes
ramificadas das
artérias intralobulares °
pancreiticas
— Sistema acinar tele-insular

Vias aferentes
. ’ ramificadas diretaments
Células acinares expostas a em células acinares
baixos niveis de hormonios

das ilhotas

Legenda: Nesse sistema, as células das ilhotas e as células acinares estao dispostas de forma tao
préxima que ficam em contato direto por meio dos horménios peptidicos das ilhotas, permitindo que a
interacdo entre as fung¢des exdcrinas e enddcrinas influencie a fungéo das células acinares.

Fonte: Adaptada de (Po Sing Leung, 2010).
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1.1.4. Porcdes exodcrina e endoécrina

A estrutura funcional do pancreas é organizada em duas por¢des principais: a
exdcrina e a enddcrina, cada uma desempenhando papéis especificos e vitais para a
digestdo e a regulacdo metabdlica.

Em humanos, a porcao exdcrina constitui cerca de 80% da massa pancreatica,
enquanto em camundongos essa propor¢gdo é ainda maior devido ao menor nimero
de células enddcrinas em relacdo a massa total do pancreas. Essa porcao é composta
majoritariamente por acinos pancreaticos, formados por células serosas e ductais
especializadas na producédo do suco pancreético (~1200-1500 ml/dia em humanos), o
qual é composto por bicarbonato e enzimas digestivas, como tripsinogénio,
guimotripsinogénio, amilase e lipase. Essas enzimas séo essenciais para a digestao
eficiente de proteinas, carboidratos e lipidios no intestino delgado (Leung, 2010a;
Henry et al., 2019; Dumasia e Pethe, 2020). A estimulag&o da secrecdo de enzimas é
predominantemente controlada pela presenca de nutrientes e pela sinalizacao
hormonal (colecistoquinina e secretina) e neural (inervacdo autonémica), garantindo

uma resposta coordenada as necessidades digestivas (Leung, 2010a).

Nos camundongos, os &cinos e o sistema ductal sdo organizados de forma
semelhante aos humanos, mas o tamanho geral dos acinos e a densidade do sistema
ductal sdo menores, refletindo as diferencas na demanda metabdlica entre as
espécies (Dolensek et al., 2015).

A porcdo enddcrina do pancreas, representada pelas ilhotas de Langerhans,
desempenha um papel essencial na regulacdo metabdlica. Essas ilhotas, que
representam 1-4% da massa pancredtica total em humanos e cerca de 1-2% em
camundongos, sdo pequenas estruturas esféricas ou alongadas, variando de 50 a 500
pm de diametro. Além das ilhotas, células enddcrinas Unicas estdo espalhadas pelo
tecido acinar e ductal, especialmente em camundongos, onde representam uma
reserva potencial para regeneracdo celular em resposta a danos ou demandas
metabdlicas elevadas (Leung, 2010a; Dolensek et al., 2015; Dumasia e Pethe, 2020).

Nos humanos, as ilhotas estdo distribuidas de maneira relativamente
homogénea entre as regides intralobulares e interlobulares, com maior densidade na

cauda do pancreas. Além disso, apresentam uma composi¢ao celular caracterizada



24

por uma proporcao de células beta que varia entre 50-70% e de células alfa entre 20-
40%, com células delta representando 5-10% e células épsilon e gama contribuindo
com menos de 1% e até 10%, respectivamente.

A arquitetura das ilhotas humanas €é altamente heterogénea. Além do padrédo
manto-ndcleo, onde células beta ocupam o centro e células alfa e delta formam a
periferia, foi descrita uma organizacdo em placas trilaminares, com células alfa
flanqueando uma camada central de células beta, como representado na Figura 3E.
Esse arranjo estrutural favorece interagdes heter6logas mais frequentes entre os
diferentes tipos celulares, promovendo maior sensibilidade a glicose e respostas
metabdlicas eficientes. Essa caracteristica pode explicar, em parte, a maior
plasticidade adaptativa das ilhotas humanas em condi¢cbes de alta demanda por
insulina, como obesidade e diabetes (Habener e Stanojevic, 2012; Saleh et al., 2021,
Heedersdal et al., 2023).

Nos camundongos, as ilhotas estdo predominantemente localizadas na
periferia dos I6bulos pancreéticos, sendo principalmente interlobulares. Essa posi¢éao
anatdbmica pode ser explicada por fatores de desenvolvimento embrionario e pela
organizacao dos l6bulos pancreaticos nos modelos murinos. A composicao celular das
ilhotas em camundongos € marcada por uma proporcdo maior de células beta (60-
80%) e uma proporcdo menor de células alfa (10-20%), em comparacdo aos
humanos. Células delta, épsilon e gama sdo encontradas em proporcdes semelhantes
as dos humanos, representando menos de 10% e 1% do total de células,
respectivamente (Leung, 2010a; Mahadevan, 2019).

A organizacao estrutural das ilhotas murinas segue predominantemente o
padrdo manto-ndcleo, com células beta concentradas no ndcleo e células alfa
formando a periferia, como representado na Figura 3F. Esse arranjo promove contatos
homologos entre células do mesmo tipo, limitando as interacdes entre diferentes tipos
celulares. Embora funcionalmente eficaz para as demandas metabdlicas dos

camundongos, essa organizacao € menos complexa (Dolensek et al., 2015).
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1.1.5. Funcdes das Células Enddcrinas

1. Células beta: S&o responsaveis pela producéo e liberacédo de insulina, um
hormdnio anabdlico que reduz os niveis de glicose no sangue, promovendo sua
captacdo e armazenamento nos tecidos periféricos (especialmente musculo e tecido
adiposo) e inibindo a gliconeogénese hepatica. O processo de producéo da insulina
envolve uma sequéncia complexa de eventos no reticulo endoplasmatico e no
complexo de Golgi, onde a pré-pro-insulina, uma forma precursora, € primeiramente
clivada em pré-insulina. A clivagem final, que gera a insulina madura, € mediada por
pré-hormonio convertases no complexo de Golgi, com remocéo do peptideo C, e tanto
a insulina quanto o peptideo C sao secretados em quantidades equivalentes.
Clinicamente, a afericdo do peptideo C é usada como um marcador da producédo de
insulina, pois ele ndo é metabolizado pelo figado, refletindo a secre¢do enddgena de
insulina (Nussey e Whitehead, 2001; Dolensek et al., 2015).

2. Células alfa: Produzem e secretam glucagon, um horménio com efeitos
catabdlicos que eleva a glicemia em resposta a niveis baixos de glicose, estimulando
a glicogendlise e a gliconeogénese no figado. A sintese de glucagon é realizada a
partir da molécula precursora pré-glucagon, processada pela enzima pro-horménio
convertase PC2 nas células alfa. Interessantemente, no intestino, o pré-glucagon é
clivado por uma enzima distinta, a PC1/3, gerando peptideos como o peptideo 1
semelhante ao glucagon (GLP1), que regula a secrecdo de insulina e a funcéo
intestinal, evidenciando a diversidade funcional do gene do pré-glucagon em
diferentes tecidos (Nussey e Whitehead, 2001; Dolensek et al., 2015).

3. Células delta: Produzem e secretam somatostatina, um hormaonio inibitério
que suprime a liberacéo de insulina e glucagon e diminui a secre¢ao acida estomacal,
desempenhando um papel regulatorio essencial nas interacdes entre as células das
ilhotas e na modulacédo do eixo digestivo e enddcrino (Felig et al., 1976; Dolensek et
al., 2015).

4. Células épsilon: Produzem e secretam grelina, um hormdnio que estimula o
apetite e influencia a secrecdo de insulina, além de desempenhar funcdes

moduladoras na deposicdo de gordura. No contexto pancreatico, a grelina exerce
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acbfes complexas na modulacdo da secrecdo insulinica e na regulacdo do
metabolismo energético (Zhang et al., 2001; Date et al., 2002; Dolensek et al., 2015).

5. Células gama (ou PP): Produzem e secretam o polipeptideo pancreético
(PP), que exerce efeitos moduladores na fungdo exdcrina do pancreas e na motilidade
gastrointestinal. Estas células sdo mais comumente encontradas na cabeca do
pancreas, destacando-se por seu papel regulador nos processos digestivos e na
interacdo entre as porgdes exdcrina e enddcrina (Tong et al., 2007; Dolensek et al.,
2015).

A interacao funcional entre esses tipos celulares dentro das ilhotas, bem como
sua comunicacdo com o sistema exocrino, exemplifica a complexidade do eixo insular-
acinar. O controle neural e hormonal exerce influéncia decisiva sobre as atividades
das células acinares, promovendo uma regulagéo integrada das fung@es digestivas e
enddcrinas através de vias neurécrinas, enddcrinas e paracrinas (Mastracci et al.,
2023).

Em ambos as espécies, a combinacdo das funcdes exoécrina e enddcrina
assegura uma comunicagao precisa com o0 organismo, sustentando as necessidades
metabdlicas em diferentes contextos nutricionais, tanto em periodos de jejum quanto

apos a ingestao alimentar, o que € essencial para o controle glicEmico adequado.
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Figura 3 — Anatomia microscopica do pancreas humano e do camundongo
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Legenda: Anatomia microscépica do pancreas humano e do péancreas de camundongo,
respectivamente (A e B). Ao ampliar uma porcao do pancreas, observa-se l6bulos maiores em humanos
em comparacdo aos camundongos, enquanto as ilhotas de Langerhans possuem tamanho
relativamente comparavel em humanos e camundongos (C e D). A composicao celular e a localizagédo
das ilhotas de Langerhans dentro do pancreas sdo marcadamente diferentes entre as duas espécies
(E e F). As células endécrinas mais distribuidas de forma difusa em humanos (E) e o padréo de nucleo
e manto em camundongos (F).

Fonte: Adaptada de (Dolensek et al., 2015).
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1.2. Controle glicémico ideal

A glicose é um substrato indispensavel para a respiracdo celular, sendo o
principal combustivel para todas as células do organismo. Proveniente da digestao de
carboidratos ingeridos através da alimentagéo, a glicose fornece energia essencial
para as atividades celulares. Quando n&o utilizada imediatamente como fonte de
energia, a glicose pode ser armazenada pelo figado e musculos sob a forma de
glicogénio ou convertida em triglicerideos e acumulada no tecido adiposo (Nussey e
Whitehead, 2001).

A regulacdo dos niveis sanguineos de glicose € crucial para manter a
homeostase metabdlica e o funcionamento celular normal. Esse controle é exercido
por um sistema de feedback hormonal complexo, com participacdo do sistema
nervoso auténomo. Nele, células especializadas, particularmente as células beta e
alfa do pancreas, monitoram os niveis de glicose sanguinea e respondem liberando
insulina ou glucagon, conforme necessario. Em individuos saudaveis, a faixa de
glicemia ideal situa-se entre 70 mg/dL em jejum e 110 mg/dL duas horas ap6s uma
refeicdo. A glicose extracelular € detectada pelas células beta, que possuem
transportadores de glicose 2 (GLUT2) nas microvilosidades dos canaliculos que
atravessam a superficie celular. Este transporte permite que a concentracdo de
glicose dentro das células beta reflita rapidamente as alteracdes no ambiente
extracelular (Leung, 2010c).

A resposta secretéria de insulina das células beta é bifasica e diretamente
proporcional a concentracdo de glicose. Esta secrecao € conhecida como “secrecao
de insulina estimulada por glicose” (GSIS, do inglés “glucose-stimulated insulin
secretion”). A primeira fase caracteriza-se por um pico rapido de liberacéo de insulina
armazenada, seguido de uma fase sustentada, em que ocorre a sintese de insulina
de novo para garantir um nivel continuo de resposta (Berger e Zdzieblo, 2020). Esse
mecanismo de resposta ocorre através da glicose absorvida pelos transportadores
GLUTZ2, fosforilada em glicose-6-fosfato pela enzima glicoquinase, que entra no ciclo
de Krebs para producéo de trifosfato de adenosina (ATP). O aumento de ATP promove
o fechamento de canais de potassio dependentes de ATP, resultando na

despolarizacdo da membrana e ativacdo de canais de calcio, 0 que culmina na
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exocitose dos granulos de insulina (Cerf, 2020). A Figura 4 detalha o processamento
da insulina na célula beta.

Além da glicose, vias de sinalizagdo como fosfato de dinucledtido de
nicotinamida e adenina (NADPH) e adenosina monofosfato ciclico (AMPCc)
potencializam a GSIS, ativando cascatas de sinalizagdo secundarias, como a do
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), que amplificam a liberac&o de insulina.
Hormbnios e neurotransmissores, como acetilcolina, também participam na
modulacdo dessa secrecao por meio da ativacdo de receptores muscarinicos, que
acionam fosfolipase C e proteina quinase C, intensificando o efeito glicémico na
resposta secretéria (Zhu et al., 2020).

O controle glicémico também depende de hormdnios liberados durante a
digestdo, como o GLP1 e o GIP (peptideo insulinotrépico dependente de glicose),
ambos classificados como incretinas. Essas incretinas aumentam a resposta
insulinica pés-prandial, potencializando a normalizacéo da glicose sanguinea apos a
refeicdo. Entretanto, a acdo das incretinas € transitoria, pois sdo rapidamente
degradadas pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) (Leung, 2010c).

Em contrapartida, o glucagon secretado pelas células alfa eleva a glicemia
guando os niveis de glicose diminuem, como durante o jejum ou atividade fisica
intensa. A acdo do glucagon inclui a promocao da glicogendlise hepatica e da
gliconeogénese, além da lipdlise, gerando acidos graxos e glicerol para producéo de
energia (Leung, 2010c). Esse controle € modulado por “feedback” negativo, onde o
aumento da glicose inibe a liberacdo de glucagon, estabilizando a glicemia.

Em resposta a um excedente energético prolongado, o corpo desenvolve
adaptacdes que afetam o pancreas e outros érgaos, promovendo a resisténcia a
insulina. Esse estado leva a um esforco compensatoério das células beta, que com o

tempo resulta em sobrecarga e possivel comprometimento da homeostase glicémica.
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Figura 4 — Citoarquitetura do pancreas e o processamento da insulina na célula beta
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Legenda: Em condi¢Bes de homeostase, quando os niveis de glicose no sangue estdo normais, a pré-
pré-insulina é traduzida, dobrada e modificada no reticulo endoplasmatico; posteriormente, € secretada
como insulina madura (A). Quando os niveis de glicose no sangue aumentam, as células beta
respondem aumentando drasticamente a sintese e o depésito de pré-pro-insulina no reticulo
endoplasmatico. Esse aumento na carga de proteinas no reticulo resulta em um dobramento incorreto
da pré-insulina, ativando o estresse do reticulo e a via UPR (resposta a proteinas mal dobradas). Além
disso, mudancgas ultraestruturais aparecem no reticulo, como dilatacao e hipertrofia de suas cisternas

(B).
Fonte: Adaptada de (Fernandes-da-Silva et al., 2021).

1.3. Dieta hiperlipidica, balanco energético positivo e obesidade

Nas ultimas décadas, a transicdo nutricional observada em grande parte da
populacdo mundial caracterizou-se pelo aumento expressivo do consumo de
alimentos ultraprocessados, ricos em gorduras saturadas, acidos graxos trans e
carboidratos refinados, paralelamente a diminuicdo do consumo de fibras e nutrientes
essenciais. Esses alimentos, amplamente reconhecidos por sua alta densidade

energética e palatabilidade aumentada, sdo vetores de um desequilibrio energético
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significativo, levando a um aumento nos niveis de adiposidade e, consequentemente,
na prevaléncia de obesidade (Mancini, 2016; Louzada et al., 2023).

No Brasil, estudos mostram que a proporc¢éo de alimentos ultraprocessados no
consumo total de energia representa cerca de 20%, sendo esse indice ainda mais
expressivo entre adolescentes e individuos com maior renda e escolaridade. Dados
recentes do Vigitel 2023 revelaram que 17,7% dos brasileiros consumiram cinco ou
mais tipos de ultraprocessados no dia anterior a coleta de dados, o que reflete uma
tendéncia preocupante (de Orgamentos Familiares, 2020; Migowski e da Costa, 2024).
Esse comportamento alimentar € um importante contribuinte para o aumento da
obesidade, que, conforme demonstram os dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), é uma condicao que atinge quase 1 bilhdo de pessoas globalmente (1 a cada
oito pessoas em 2022). A obesidade, além de ser um importante fator de risco para o
DM2, é reconhecida como uma condicdo multifatorial, resultado de uma interacéo
complexa entre predisposicdo genética, influéncias epigenéticas, fatores
psicossociais e ambientais, bem como mudangas comportamentais (Seidell e
Halberstadt, 2015; Cuciureanu et al., 2023).

A relacdo entre o aumento da ingestdo energética e a obesidade é
particularmente grave em dietas hiperlipidicas, ricas em &cidos graxos saturados.
Esses acidos graxos promovem a resisténcia a insulina e estimulam o acumulo de
gordura nos tecidos adiposos e ectépicos, gerando um quadro inflamatério que
intensifica a resisténcia a insulina e prejudica a homeostase glicémica. O acumulo de
gordura nos adipdcitos leva a hipertrofia e a expansdo excessiva do tecido adiposo,
qgue, por sua vez, atinge um limite de expanséo (Teodoro et al., 2014). Este limite
resulta na liberagcdo de &cidos graxos nado esterificados (AGNE) e citocinas
inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), que
intensificam a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, inclusive no figado e
musculos, favorecendo um ambiente metabdlico propicio ao desenvolvimento de
doencas como o DM2 e a doenca hepatica gordurosa metabdlica (DHGM) (Tilg e
Moschen, 2006).

1.4. Expansédo Adiposa, Condi¢cdes Metabdlicas Adversas e Diabetes Mellitus

A expansdo excessiva do tecido adiposo (TA) estad no cerne das condi¢cbes

bY

metabodlicas adversas associadas a obesidade e ao DM2. Além de ser o maior
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reservatorio de energia do corpo, o TA desempenha importantes funcdes enddcrinas,
produzindo e liberando horménios e adipocinas. A expansdo exacerbada,
especialmente no tecido adiposo visceral, gera inflamacao cronica de baixo grau,
caracterizada pela producéo de citocinas pro-inflamatérias e infiltragdo de macrofagos
no TA. Este tecido libera AGNE e citocinas diretamente na circulacdo portal,
impactando o figado e contribuindo para a resisténcia hepatica a insulina (Kirpich et
al., 2015; Zhang et al., 2023).

Essa resisténcia a insulina, agravada pela inflamacéo crénica, inicialmente é
compensada por uma resposta adaptativa das células beta pancredticas, que
aumentam a producao de insulina, resultando em hiperinsulinemia. Entretanto, a
medida que a demanda metabdlica excede a capacidade funcional das células beta,
estas entram em faléncia secretoria, incapazes de controlar a glicose circulante. A
deficiéncia no efeito incretina, mediado por hormdnios como GLP1 e GIP, exacerba a
hiperglicemia pos-prandial, adicionando mais carga ao pancreas (Holst et al., 2011;
Nauck e Meier, 2016).

A glicotoxicidade e a lipotoxicidade desempenham papéis centrais nesse
processo, como ilustrado na Figura 5. A glicotoxicidade resulta do acumulo de glicose
nas células beta, que ativa vias metabdlicas como a glicélise e o ciclo de Krebs,
levando a producdo exacerbada de ATP. Este aumento de ATP despolariza a
membrana celular, estimulando a secrecao continua de insulina. Em condicdes de
hiperglicemia cronica, essa atividade gera estresse do reticulo endoplasmatico,
acumulando proteinas mal dobradas e ativando a resposta a proteina desdobrada
(UPR), como ilustrado na Figura 4. Em casos prolongados, a UPR induz apoptose
celular (Teodoro et al., 2014, Vilas-Boas et al., 2021).

Por outro lado, a lipotoxicidade, causada pelo acimulo excessivo de AGNE nas
células beta, gera espécies reativas de oxigénio (ROS) em niveis elevados durante a
oxidagdo mitocondrial. Isso promove estresse oxidativo, danificando membranas
celulares e prejudicando a viabilidade e fung&o das células beta. Adicionalmente, o
ambiente hiperlipidico e hiperglicémico favorece a formagéo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs), que, ao se ligarem aos receptores nas células beta,
ativam vias inflamatorias que contribuem para a disfungéo e morte celular (Cerf, 2010;
Wagner et al., 2022).

A cronicidade desse ciclo de glicotoxicidade, lipotoxicidade e estresse

by

metabdlico leva a reducdo progressiva da massa de células beta e ao colapso
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funcional do pancreas, consolidando o quadro de DM2. De acordo com o mais recente
guideline da “American Diabetes Association” (ADA), o DM2 é caracterizado pela
perda progressiva da capacidade de secrecdo de insulina pelas células beta,
geralmente no contexto de resisténcia a insulina e sindrome metabolica. O diagndstico
pode ser estabelecido pelos seguintes critérios: hemoglobina glicada (A1c) = 6,5%;
glicemia de jejum = 126 mg/dL (apds pelo menos 8 horas de jejum); glicemia = 200
mg/dL apds 2 horas no teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) com 75 g de glicose;
ou glicemia plasmatica aleatéria = 200 mg/dL na presenga de sintomas classicos de
hiperglicemia, como polidria, polidipsia e perda de peso inexplicada (Committee,
2023).

Figura 5 — Mecanismos moleculares da morte de células B induzida por lipo e

glucolipotoxicidade
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Legenda: Um suprimento prolongado e aumentado de acidos graxos livres (AGL) e/ou uma composi¢ao
desequilibrada de AGL, isoladamente ou em combinagdo com altos niveis de glicose, desencadeia
respostas de estresse nas células beta pancreaticas. Essas respostas incluem estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), estresse oxidativo com producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ROS), disfuncdo mitocondrial, inflamacéo e fluxo autofagico comprometido. A interacdo entre essas
vias pode gerar mecanismos de retroalimentacdo positiva, agravando o estresse glucolipotédxico.
Coletivamente, esses fendmenos culminam em disfungdo das células beta, apoptose e, possivelmente,
desdiferenciacéo.

Fonte: Adaptada de (Lytrivi et al., 2020a)
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1.5. Plasticidade Celular e Respostas Adaptativas do Pancreas

A plasticidade das células enddcrinas pancreaticas, especialmente das células
beta e alfa, é central na tentativa do organismo de manter a homeostase glicémica em
condi¢cBes adversas, como na resisténcia a insulina ou em um ambiente glicotoxico e
lipotoxico. Essa plasticidade refere-se a capacidade dessas células de modificar suas
funcBes ou identidades celulares em resposta a estresses metabdlicos. No contexto
da resisténcia a insulina, as células beta inicialmente aumentam sua capacidade de
secrecdo de insulina para compensar a reducdo na sensibilidade dos tecidos
periféricos, resultando em hiperinsulinemia compensatoria. Entretanto, essa
adaptacao ndo € ilimitada: a medida que a sobrecarga metabdlica persiste, as células
beta entram em um estado de estresse crénico que desencadeia respostas celulares
complexas, incluindo desdiferenciacéo, transdiferenciacao e apoptose. Por outro lado,
células alfa podem demonstrar uma plasticidade adaptativa, transdiferenciando-se em
células beta em uma tentativa de suprir a demanda por insulina (Puri e Hebrok, 2010)
(Baeyens e Bouwens, 2009).

Essa capacidade de adaptacdo € fundamental ndo apenas para a
funcionalidade imediata do pancreas, mas também para sua longevidade, definida
neste trabalho pela manutencéo de sua viabilidade e funcionalidade, sendo ao longo
do tempo crucial para o bom funcionamento do 6rgédo e, por extensdo, para a
regulacdo metabdlica do organismo. Quando a plasticidade das células enddécrinas é
bem-sucedida em responder aos desafios metabdlicos, ha uma preservacdo da
integridade funcional do pancreas, retardando o desenvolvimento de faléncia celular
e doengas metabdlicas cronicas, como o diabetes mellitus tipo 2.

1.5.1. Desdiferenciacdo das Células beta

A desdiferenciacdo das células beta ocorre quando estas regridem de um
estado altamente especializado de secrecdo de insulina para um estado mais
indiferenciado, perdendo caracteristicas funcionais importantes. Esse processo é

desencadeado principalmente pelo estresse glicotoxico e lipotdxico continuo, que
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provoca um desequilibrio nos fatores de transcricdo essenciais para a manutencao da
identidade beta. Genes como Pdx1, Nkx6.1 (“NK6 Homeobox 1”) e MafA (“MAF bZIP
transcription factor A”), cruciais para a funcionalidade e sobrevivéncia das células
beta, sofrem regulacdo negativa sob estresse cronico, resultando na perda de
expressao de insulina e de outras proteinas envolvidas na secrecao hormonal. Com a
reducado desses fatores, as células beta perdem progressivamente sua capacidade de
responder a estimulos glicémicos de forma eficiente, entrando em um estado de baixa
funcionalidade (Bensellam et al., 2018; Son e Accili, 2023).

Durante a desdiferenciacdo, as células beta podem reativar genes
normalmente expressos apenas em fases embrionarias ou em outros tipos de células
das ilhotas, como Ngn3 e Oct4 (conhecido também como Pou5f1: “POU domain, class
5, transcription factor 1”) indicando uma reversdo a um estado progenitor. Esse
mecanismo inicial busca preservar a viabilidade celular ao reduzir as demandas
metabdlicas impostas pela secrecdo de insulina. No entanto, a persisténcia nesse
estado limita a capacidade funcional do pancreas, contribuindo para o declinio
progressivo no controle glicémico (Habener e Stanojevic, 2012).

1.5.2. Transdiferenciacdo e Adaptacao Celular

Outro mecanismo adaptativo observado nas células das ilhotas pancreaticas é
a transdiferenciacéo, onde células beta podem assumir caracteristicas de outros tipos
celulares das ilhotas, como células alfa ou delta, e vice-versa. Em condi¢des extremas
de estresse metabdlico e perda significativa de células beta, células alfa podem se
transdiferenciar em células beta como uma tentativa de compensar a demanda por
insulina. Esse processo € mediado por alteracbes nos fatores de transcricdo que
mantém a identidade celular, como Pax4 e Arx. A superexpressdo de Pax4, por
exemplo, promove a reprogramacao de células alfa para células beta, enquanto a
delecdo de Arx, essencial para a manutengcdo da identidade alfa, pode induzir a
conversao (Thorel et al., 2010; Courtney et al., 2013).

Evidéncias experimentais demonstraram que, em camundongos submetidos a
destruicdo seletiva de células beta, as células alfa foram capazes de se reprogramar

para assumir caracteristicas beta, contribuindo para a restauracéo parcial da secre¢éao
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de insulina e melhora da homeostase glicémica (Thorel et al., 2010). Esse fendbmeno
de transdiferenciacéo alfa para beta também foi observado em experimentos “in vitro”,
onde células alfa humanas foram induzidas a se transformar em células beta por meio
de manipulacdo genética ou exposicdo a fatores de crescimento (Bramswig et al.,
2013; Courtney et al., 2013). No entanto, embora promissor, esse mecanismo parece
limitado em humanos e ocorre de maneira insuficiente para reverter o quadro de
disfungcéo observado em diabetes avancado.

Por outro lado, a transdiferenciacdo beta para alfa pode ocorrer em condi¢des
de estresse extremo, levando a coexpressédo transitéria de insulina e glucagon em
células multihormonais. Embora inicialmente adaptativa, essa conversao compromete
a funcionalidade das ilhotas, pois a secrecdo aumentada de glucagon pelas células
alfa exacerba a hiperglicemia e dificulta o controle glicémico (Habener e Stanojevic,
2012; Son e Accili, 2023).

Embora os processos de desdiferenciacdo e transdiferenciacdo representem
mecanismos adaptativos importantes, eles geralmente falham em compensar a
disfuncdo progressiva imposta pela resisténcia a insulina e pelo estresse metabalico.
A persisténcia da glicotoxicidade e lipotoxicidade, combinada com a inflamacéo
cronica, promove a apoptose celular e reduz ainda mais a massa de células j,
consolidando a faléncia funcional do pancreas (Prentki e Nolan, 2006; Poitout e
Robertson, 2008; Donath e Shoelson, 2011). Isso ressalta a complexidade e os limites
das respostas adaptativas do pancreas em um ambiente disfuncional imposto pelo
DM2.

1.5.3. Perda Progressiva da Funcao e Identidade Celular

Com a persisténcia de um ambiente glicotoxico e lipotdxico, o pancreas
experimenta uma perda substancial da massa de células beta. Essa perda ocorre nédo
apenas devido a apoptose, mas também por uma perda progressiva da identidade
celular das células beta. A auséncia de fatores de transcricdo essenciais e o impacto
do estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico induzem uma mudanca no fenétipo
celular que contribui para a incapacidade do pancreas em sustentar uma resposta

insulinica adequada.
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Esse processo de "perda de identidade" esta diretamente associado a
inflamacé&o crénica, que, ao ativar vias inflamatorias e de estresse celular, como o NF-
kKB (fator nuclear kappa B) e 0 estresse do reticulo endoplasmético, agrava a
deterioracdo da funcéo beta. As citocinas pro-inflamatoérias e as ROS geradas pelo
ambiente hiperglicémico e hiperlipidico ndo apenas induzem a apoptose, mas também
suprimem as vias de sinalizacdo que sustentam a expressao dos genes necessarios
para a funcionalidade beta. A resposta prolongada a esses estimulos inflamatorios e
ao estresse do reticulo endoplasméatico leva as células beta a uma "dorméncia"
funcional, onde as células permanecem viaveis, mas metabolicamente inativas,

exacerbando a insuficiéncia insulinica progressiva (Wagner et al., 2022).

1.5.4. Perspectivas Terapéuticas e Reversado da Plasticidade Patoldgica

Estudos recentes tém investigado a possibilidade de reverter a
desdiferenciacdo e a transdiferenciacdo das ceélulas beta através de intervencdes
terapéuticas que reativem a expressao dos fatores de transcricdo que promovem a
funcao e identidade beta, como Pdx1, Nkx6.1 e MafA. Essas intervenc¢des incluem o
uso de antioxidantes e moduladores de sinalizacdo, que visam mitigar o impacto do
estresse oxidativo e restaurar as vias de sinalizacao do reticulo endoplasmético. Em
modelos experimentais, essas abordagens tém mostrado resultados promissores na
recuperacado parcial da funcdo das células beta e na preservacao de sua viabilidade,
representando um caminho para interromper o ciclo de faléncia funcional (Son e Accili,
2023).

Além disso, abordagens que visam a reprogramacdo de células acinares e
ductais para um fendétipo beta tém sido exploradas como uma estratégia regenerativa,
expandindo o “pool” de células capazes de secretar insulina em estados de faléncia
beta. A superexpresséo de genes como Ngn3 e MafA induziu a expressao de insulina
em células acinares em modelos murinos, enquanto a modulagdo da via Foxol
(“forkhead box O1”) em células intestinais permite a sua conversdo em células beta,
0 que abre novas possibilidades para intervengcdes regenerativas direcionadas a

restaurar a massa de células beta em estados avangados de DM2(Son e Accili, 2023).
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Esses estudos ressaltam que a plasticidade celular, embora inicialmente
adaptativa, transforma-se em um mecanismo de faléncia progressiva no contexto do
DM2. O entendimento profundo dos fatores moleculares e das vias de sinalizagéo que
sustentam essas mudancas celulares oferece uma base para o desenvolvimento de
novas terapias, que buscam nédo so preservar, mas também restaurar a funcdo beta,

rompendo com o ciclo disfuncional que caracteriza o DM2.

1.6. Estratégias de Preservacdo e Reparo das Células beta Pancreaticas no

Contexto do Eixo Adipoinsular

A regeneracao das células beta pancreaticas em humanos € limitada, o que
torna a preservacdo de sua funcdo e massa essenciais no combate ao DM2. Dada
essa limitacdo, estratégias que reduzem a sobrecarga das células beta e promovem
um ambiente metabdlico mais equilibrado tém sido centrais nas abordagens
terapéuticas e preventivas para preservar a funcionalidade pancreética ao longo do
tempo. A modificacéo do estilo de vida, o controle rigoroso da glicemia e intervencdes
farmacoldgicas e cirargicas surgem como métodos promissores para diminuir a
lipotoxicidade e glicotoxicidade, dois fatores prejudiciais as células beta (Wondmkun,
2020; Son e Accili, 2023).

1.6.1. Reducédo da Carga Metabdlica Através do Estilo de Vida e Controle Glicémico

Uma das intervencgfes primarias e preventivas envolve o controle glicémico
intensivo durante as fases iniciais do DM2. Esse controle reduz a exposi¢cado das
células beta a altos niveis de glicose, minimizando os efeitos glicotoxicos. A restricao
da glicotoxicidade e lipotoxicidade evita o acumulo de ROS e previne o estresse
prolongado do reticulo endoplasmatico, aumentando a longevidade funcional das
células beta (Lytrivi et al., 2020b; Wondmkun, 2020).

Aléem disso, a diminuicdo da adiposidade visceral através de uma dieta

equilibrada e exercicios regulares desempenha papel crucial, ja que a gordura visceral
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em excesso contribui para um ambiente inflamatério e lipotoxico. Este tipo de tecido
adiposo libera citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a, que agravam a
resisténcia a insulina e dificultam a agéo da insulina, exacerbando o DM2. A reducéo
na adiposidade visceral, portanto, impacta diretamente a lipotoxicidade, contribuindo

para a preservacao da funcéo das células beta (Cuciureanu et al., 2023).

1.6.2. Abordagens terapéuticas para Protecdo e Regeneracdo de Células beta

1. Dieta de Baixa Caloria e Exercicio Fisico: Em uma dieta com restricao
energética significativa ha reducédo de gordura ectépica no pancreas, promovendo a
recuperacdo da funcdo das células beta. Em combinacdo com exercicios, essa
abordagem pode diminuir a resisténcia a insulina e potencialmente reverter o DM2 em
estagios iniciais. Exercicios regulares também mostram eficAcia na reducdo da
gordura pancredtica, especialmente em pacientes com pré-diabetes ou DMZ2,
melhorando a funcéo das células beta e reduzindo a carga metabdlica (Lytrivi et al.,
2020b).

2. Cirurgias Bariatricas: Intervenc6es como o “bypass” gastrico sédo eficazes
na remissdo do DM2 em pacientes obesos, devido a sua capacidade de reduzir
drasticamente a gordura pancreatica e promover um ambiente metabdlico mais
favoravel. A queda acentuada na lipotoxicidade apds o procedimento permite que as
células beta recuperem sua capacidade secretora e melhorem a homeostase da
glicose. No entanto, embora o efeito benéfico imediato seja evidente, a
sustentabilidade a longo prazo desse beneficio ainda é investigada (Inaishi e Saisho,
2020b).

3. Metformina: Tradicionalmente considerada a primeira linha de tratamento
para o DM2, a metformina ndo apenas aumenta a sensibilidade a insulina nos tecidos
periféricos, mas também exerce efeitos protetores nas células beta sob condi¢cbes de
lipotoxicidade. Ao facilitar a utilizacdo e oxidacao da glicose, a metformina previne o
comprometimento da secre¢do de insulina induzido por AGNE e hiperglicemia,
reduzindo o estresse do reticulo endoplasmatico e minimizando sinais pro-
apoptoticos, o que prolonga a vida funcional das células beta (Foretz et al., 2014;
Lytrivi et al., 2020b).
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4. Agonistas de GLP1: Agonistas do receptor de GLP1, como exendina-4,
liraglutida, semaglutida e tirzepatida demonstram capacidade de promover a GSIS,
mesmo em condi¢gbes de resisténcia e disfungdo. Esses agonistas oferecem uma
protecdo robusta contra a apoptose e a disfungéo lipotoxica das células beta. Além
disso, induzem proteinas chaperonas e antiapoptéticas que mantém a homeostase
lisossbmica e promovem a autofagia, assegurando que os fatores de transcricao
essenciais para a funcao das células beta, como Pdx1 e MafA, sejam preservados.
Essas vias sustentam a capacidade secretora das células beta, garantindo uma
resposta mais eficaz as oscilacdes glicémicas (Brunton e Wysham, 2020; Lytrivi et al.,
2020b).

5. Tiazolidinedionas (TZDs): Apesar do uso cauteloso devido aos efeitos
adversos em longo prazo, as TZDs, como rosiglitazona e pioglitazona, tém papel
protetor contra a glicolipotoxicidade. Esses agentes mantém a expresséo de PPAR-g,
prevenindo a desregulacdo causada por AGNESs e atenuando o estresse oxidativo nas
células beta. Eles atuam ao inibir a ativacéo do fator pro-inflamatoério NF-kB e restaurar
a funcdo da bomba de calcio SERCA (“sarcoplasmic reticulum Ca++-ATPase”),
essencial para 0 manejo do estresse no reticulo endoplasmatico. Embora sua eficacia
na protecao das células beta seja reconhecida, a aplicabilidade clinica ainda requer
estudos adicionais para evitar efeitos colaterais (Gastaldelli et al., 2007; Lytrivi et al.,
2020b).

6. Chaperonas Moleculares: Moléculas como o acido 4-fenilbutirico (PBA) e o
derivado de taurina do acido ursodesoxicolico (TUDCA) estdo sendo estudadas por
seu potencial em reduzir o estresse do reticulo endoplasmatico e melhorar a
funcionalidade das células beta. Essas chaperonas mitigam o0 impacto da
lipotoxicidade ao promover a GSIS e proteger a integridade celular em condi¢des de
alta exposicdo ao palmitato e outros acidos graxos saturados (Ozcan et al., 2006;
Lytrivi et al., 2020b).

7. Inibidores da MAP4K4: Recentemente, inibidores da proteina MAP4K4
emergiram como opc¢des potenciais para reverter a glicolipotoxicidade, promovendo a
preservacao da funcdo celular ao diminuir a apoptose das células beta. Essa classe
de inibidores previne a supressdo da secrec¢ao de insulina causada por citocinas
inflamatdrias, como o TNF-a, sustentando a viabilidade das ilhotas pancreaticas.

Embora promissora, a aplicacédo desses inibidores ainda exige maior exploracao para
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determinar seu impacto a longo prazo e seguranca clinica (Bouzakri et al., 2009; Lytrivi
et al., 2020b).

Uma estratégia emergente envolve a transdiferenciacdo de células alfa para
beta e a rediferenciacdo de células beta desdiferenciadas, abordagens que podem
expandir a populacao de células produtoras de insulina. Em modelos experimentais,
genes como Pdx1 e Ngn3 tém sido manipulados para reprogramar células ndo-beta
em células beta funcionais. Ao reativar vias genéticas especificas, como aquelas
associadas ao ciclo do reticulo endoplasmatico e ao equilibrio redox, essas terapias
genéticas buscam ndo apenas estabilizar a funcédo das células beta remanescentes,
mas também expandir o “pool” de células com potencial de secrecédo insulinica (Son
e Accili, 2023).

Dada a complexidade do DM2 e os efeitos multifatoriais que afetam a
viabilidade das células beta, as estratégias de preservacdo e regeneracdo ainda
apresentam desafios significativos. Embora o entendimento sobre a plasticidade
celular e a capacidade limitada de regeneracao seja maior, € essencial desenvolver
terapias que atuem diretamente na preservagao da identidade e funcionalidade das
células beta sob estresse cronico. Intervencdes combinadas que associem mudancas
no estilo de vida com farmacoterapias personalizadas, ou até abordagens genéticas,
poderdo oferecer um manejo mais sustentavel para o DM2, retardando ou até
impedindo a progressao da doenca (Gillies et al., 2007; Weir e Bonner-Weir, 2013;
Rutter e Hodson, 2015).

O tratamento eficaz do DM2, portanto, requer uma abordagem multifatorial que
preserve e recupere a funcdo das células beta e minimize o impacto de condicdes
glicotoxicas e lipotoxicas. Essas estratégias integram-se em um contexto mais amplo
de medicina de precisdo, onde a compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares permite o desenvolvimento de intervencdes mais seguras e efetivas para

melhorar a qualidade de vida dos pacientes com DM2.

1.8. PPARs (Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomos)

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARS)

pertencem a superfamilia de receptores nucleares (RNs) e desempenham um papel
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central na regulacdo da expressao génica em resposta a estimulos extracelulares,
com implicac@es significativas na homeostase energética, na diferenciacéo celular e
na modulacéo de processos inflamatorios. Os PPARs sdo moduladores essenciais da
atividade metabdlica e controlam processos bioldgicos que vao desde a oxidagdo de
acidos graxos até a sintese e liberacdo de insulina nas células beta pancreaticas
(Grygiel-Gorniak, 2014; Hong et al., 2018).

1.8.1. Estrutura dos PPARS

Os PPARs compartilham uma organizacdo estrutural comum, caracteristica

dos receptores nucleares, com cinco dominios funcionais principais:

1. Dominio N-terminal (AF-1): Este dominio contém regides responsaveis pela
ativacdo independente de ligantes e interage com diversos coativadores e
correpressores, que modulam a transcricdo génica.

2. Dominio de ligacdo ao DNA (DBD): Atua no reconhecimento dos elementos
responsivos ao PPAR (PPREs) no DNA e possui alta conservacdo entre 0s
receptores, garantindo a seletividade na regulacdo de genes especificos.

3. Regido de dobradica (Hinge): Conecta o DBD ao dominio de ligacdo ao
ligante e facilita mudancas conformacionais, necessarias para a interacdo com o DNA
e a resposta a ligantes.

4. Dominio de ligagdo ao ligante (LBD): Esse dominio possibilita a ligacdo de
moléculas lipofilicas, incluindo acidos graxos e eicosanoides, que induzem uma
mudanca conformacional no receptor, essencial para a regulacdo da transcricdo. O
LBD também abriga o sitio AF-2, que modula a transcricdo em resposta a ligantes.

5. Dominio C-terminal: Este dominio esta envolvido em interacdes adicionais
com coativadores e outros fatores regulatorios (McKenna e O'Malley, 2002; Lagana et
al., 2016).

Apesar das similaridades estruturais, cada isoforma dos PPARs-alfa (a),
beta/delta (b/d) e gama (g) — apresenta variacbes em tamanho e especificidade
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funcional que impactam diretamente suas atividades biologicas, com efeitos que

variam em diferentes tecidos e condicfes metabdlicas, como ilustrado na Figura 6.

Figura 6 — Mecanismo de ativacdo de PPAR e principais efeitos fisioldégicos da

ativacao das diferentes isoformas

PR
@ o ¢ L-165041
%6 cws01516 ...-l
Vy Fibratos : m TZDs
Vy 2
Nucleo

v
Citoplasma \\

o Expressdo

e \“\\\ de genes
O
Metabolismo Metabolismo  Armazenamento de
de lipideos e delidideos e  |ipideos, adipogénese e
lipoproteinas controle da regulacdo da
glicemia sensibilidade insulinica

Legenda: Uma vez ativado por ligantes enddgenos ou sintéticos que interagem com seu dominio, PPAR
se heterodimeriza com o Receptor X Retindide (RXR) promovendo a dissociacdo de proteinas co-
repressoras e 0 ancoramento de proteinas co-ativadoras. Os PPRE correspondem a repeticdes de
sequéncias consenso AGGTCA separadas por um nucleotideo, responsaveis pelo inicio da transcrigcao
de genes alvo e inducéo da sinalizacdo de cascatas que medeiam os efeitos fisioldgicos do receptor
na regulacéo de processos metabdlicos.

Fonte: (FERREIRA, 2018)

1.8.2. Mecanismo de acdo dos PPARs

Os PPARs podem modular a transcricdo génica por meio de trés mecanismos:

1. Transativacdo dependente de ligante: Quando ativados por ligantes, os
PPARs formam complexos heterodiméricos com o receptor retinoide X (RXR) e se
ligam diretamente aos PPRESs nos genes-alvo, promovendo a transcri¢ao.

2. Represséo independente de ligante: Na auséncia de ligantes, os PPARSs
podem se ligar ao DNA e recrutar correpressores, mantendo a repressao de genes-

alvo.
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3. Transrepressao dependente de ligante: Neste mecanismo, os PPARS, ao se
ligarem a agonistas, podem interferir na atividade de outros fatores de transcricéo,
como o NF-kB e a proteina ativadora-1 (AP-1), inibindo a expressao de genes proé-
inflamatorios e inflamatdrios (Ricote e Glass, 2007; Straus e Glass, 2007).

Esses mecanismos adaptativos conferem aos PPARs a capacidade de regular a
expressdo de genes que afetam diretamente a homeostase de glicose e lipidios,
essenciais para o funcionamento de tecidos metabdlicos e para a protecdo contra

disfuncdes inflamatérias.

1.8.3. Subtipos de PPARs e Suas Funcbes

Os trés subtipos de PPARa, PPARDb/d (designado como PPARD nesse trabalho) e
PPARg exercem funcdes especificas em diversos tecidos, regulando aspectos
distintos do metabolismo energético e da homeostase. No pancreas, cada um desses
subtipos possui atividades particulares que impactam diretamente a funcdo das

células beta, sendo cruciais para a protecdo contra disfuncées metabdlicas.

PPARa: Requlacdo da Oxidacdo de Acidos Graxos

O PPARa é predominantemente expresso em tecidos com alta taxa de oxidagéo
de acidos graxos, como figado, muasculo e péancreas. Este receptor nuclear
desempenha papel crucial na regulacdo da homeostase lipidica, promovendo a (-
oxidacao de acidos graxos e limitando a lipotoxicidade nas células beta. No pancreas,
a ativacdo de PPARa contribui para a diminuicdo da acumulacdo de AGNEs,
protegendo as células beta contra o estresse lipotdxico. Além disso, ao aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, o PPARa atua na reducao de ROS, fundamentais
para a preservacao da integridade funcional e estrutural das células beta (Lefebvre et
al., 2006; Rakhshandehroo et al., 2010).

PPARDb: Sensibilizacdo a Insulina e Homeostase Energética

O PPARDb é menos estudado, mas sua expressdo € ampla e suas funcdes sdo
importantes para o metabolismo energético e para a proliferacdo e sobrevivéncia

celular. Esse receptor atua no catabolismo de &cidos graxos e promove a oxidagao
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lipidica, reduzindo a sobrecarga lipidica no figado e no pancreas, e favorecendo a
termogénese adaptativa. Em modelos de resisténcia a insulina, o PPARb mostrou
potencial em melhorar a captacao de glicose, favorecendo a sensibilidade a insulina
e reduzindo a carga sobre as células beta pancreéticas. No pancreas, a ativacao
desse receptor pode ajudar a restaurar a funcao gliconeogénica, promovendo um
equilibrio metabdlico benéfico para as células beta e preservando a sua viabilidade
em situacdes de estresse cronico (Jain et al., 1998; Peters et al., 2000; Michalik e
Wahli, 2006).

PPARQ: Adipogénese e Sensibilizacao a Insulina

O PPARg é predominante nos tecidos adiposos e esta fortemente associado ao
metabolismo lipidico e a regulacdo da sensibilidade a insulina. No péancreas, a
ativacdo de PPARg promove a secrecao de adiponectina, uma adipocina que melhora
a captacao de glicose e reduz a resisténcia a insulina, promovendo um ambiente
menos inflamatério e menos lipotdxico. Esse receptor também favorece a
diferenciacéo de adipdcitos, o que desvia a carga lipidica de 6rgaos periféricos e do
pancreas, aliviando o estresse sobre as células beta. Em modelos de DM2, a ativacéo
de PPARg demonstrou efeitos anti-inflamatérios e a preservacdo das funcdes
secretoras das células beta, sendo amplamente utilizado em terapias para melhora da
sensibilidade insulinica e controle da glicemia (Rieusset et al., 2002; Imai et al., 2004;
Ye, 2008).

1.8.4. Agonistas PPARs como Agentes Terapéuticos

Dada a relevancia dos PPARs para a regulacdo do metabolismo de lipidios e
glicose, agonistas seletivos tém sido explorados como tratamentos para disfuncdes
metabdlicas, incluindo DM2. Diferentes classes de ligantes naturais e sintéticos
demonstram ativacao seletiva dos PPARS, com respostas que variam conforme o

receptor-alvo:

1. Agonistas PPARa (fibratos): Ligantes sintéticos como o fenofibrato e o

benzafibrato sdo amplamente utilizados no manejo de dislipidemias e diabetes, sendo
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considerados seguros para terapia combinada com estatinas, outra classe comum de
medicamentos para essas patologias. Esses farmacos tém demonstrado eficacia,
especialmente em pacientes com dislipidemia aterogénica significativa (Wierzbicki,
2010).

Os fibratos sdo amplamente empregados na pratica clinica global para o
tratamento rotineiro de hiperlipidemias, devido a sua capacidade de reduzir as
concentracbes plasmaticas de triglicerideos (TAG) e aumentar os niveis de HDL.
Esses efeitos ocorrem principalmente pela indugao de Apo-Al, Apo-All e Apo-AV (Han
et al., 2017). Além disso, seu uso mostrou eficacia no manejo de retinopatia diabética
(Kataoka et al., 2023), oferecendo beneficios microvasculares e macrovasculares
significativos, especialmente em pacientes com diabetes mellitus, sindrome
metabdlica e doenca renal (Anabtawi et al., 2017; Malur et al., 2017).

Em pessoas com dislipidemia aterogénica, o uso de fibratos esta associado a
melhorias clinicas importantes, como a reducdo da progressdo da aterosclerose,
diminuicdo de eventos cardiovasculares e melhorias nas complicacdes diabéticas
microvasculares. Adicionalmente, esses medicamentos apresentam outros beneficios
clinicos e bioquimicos, incluindo o aumento da sensibilidade a insulina (Okopien et al.,
2018).

Apesar da sua eficacia, os fibratos estdo associados a uma taxa de eventos
adversos que podem levar a complicacbes ou mesmo a descontinuacdo do
tratamento. 2-15% da populacéo tratada com fibratos relatam efeitos indesejaveis
durante o tratamento, levando a necessidade de interrupcdo do uso (Okopien et al.,
2018).

2. Agonistas PPARg (TZDs): As tiazolidinedionas (TZDs), uma classe de
medicamentos antidiabéticos, atuam como sensibilizadoras de insulina, aumentando
a eliminacdo de glicose dependente de insulina, reduzindo a produgdo hepatica de
glicose (Mirza et al., 2019) e exercendo efeitos pleiotropicos na reducdo dos fatores
de risco vascular e aterosclerose. Esses efeitos contribuem para a preservacao da
viabilidade das células beta, mediada pela ativacdo do PPAR-g, gene crucial na
adipogénese  (Della-Morte et al., 2014 Nanjan et al., 2018).

Desde a descoberta das TZDs (Gale, 2001) diversos farmacos como
troglitazona, rosiglitazona, pioglitazona e balaglitazona foram desenvolvidos e

aprovados para o tratamento da DM2. No entanto, muitos desses medicamentos



47

foram retirados do mercado poucos anos ap0s sua introducdo devido a associagao
com efeitos adversos. (Della-Morte et al.,, 2014). A rosiglitazona, por exemplo,
inicialmente se destacou positivamente, mas em em 2001 surgiram relatos da sua
associacdo com insuficiéncia cardiaca devido a retencdo hidrica. Em 2007, apé6s
confirmacédo desses riscos, seu uso foi suspenso na Europa e, nos Estados Unidos,
passou a ser indicado sob diversas restricbes (Nissen e Wolski, 2010).
Uma revisao sisteméatica e meta-analise de estudos observacionais relatou que, entre
pacientes com diabetes do tipo 2, o uso de rosiglitazona est4 associado a um risco
significativamente maior de insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto do miocardio e
morte, em comparacdo com a pioglitazona (Loke et al., 2011). Por outro lado, a
pioglitazona destacou-se por seus efeitos cardioprotetores (Nanjan et al., 2018), sua
acdo contra a lipotoxicidade e a inflamacédo crénica no pancreas, além de preservar
fatores de transcricdo essenciais para as células beta e promover a captacdo de
glicose (Michalik e Wahli, 2006; Ahmadian et al., 2013).

Diretrizes atuais da Associagcdo Americana de Endocrinologia Clinica
recomendam a pioglitazona como primeira linha de tratamento para pacientes com
DM2 e DHGM, considerando-a de “forte nivel de evidéncia cientifica” (Cusi et al.,
2022). De forma semelhante, a Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes sugere a
pioglitazona como primeira escolha no manejo da DHGM em pessoas com DM2
associada a esteatose, esteatohepatite e/ou fibrose (Silva Junior WS, (2024).)
Apesar de suas vantagens, o uso de TZD é limitado devido a preocupacfes com
guestBes de seguranca e efeitos colaterais comuns dessa classe de medicamentos.
Os efeitos adversos incluem retencédo de sédio, edema periférico, ganho de peso,
insuficiéncia cardiaca, fraturas 6sseas e diminuicdo da glicosuria (de-Lima-Janior et
al., 2019; Lebovitz, 2019).

Como alternativa, o uso de baixa dosagem da pioglitazona comecou a ser
considerado como estratégia para minimizar os efeitos adversos. Em estudos com
ratos administrados com pioglitazona (3mg/kg) por 4 semanas, observou-se melhorar
no perfil metabadlico lipidico, maior resposta a insulina e redugdo de marcadores
inflamatorios hepaticos, sem impacto na massa corporal (Collino et al., 2010).
Terapias com doses mais baixas de pioglitazona demonstram beneficios comparaveis
aos de doses mais altas no metabolismo da glicose, dos lipidios, no manejo do figado
gorduroso, na resisténcia a insulina e nos niveis de adiponectina (Yanai e Adachi,

2017; Vasques-Monteiro et al., 2024a). No entanto, ainda Sdo necessarios mais
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estudos para avaliar o impacto metabdlico de doses reduzidas de pioglitazona de

forma abrangente.

3. Agonistas Duplos PPARa/g (glitazares): A classe de agonistas duplos PPAR,
conhecida como “Glitazares”, tem como objetivo melhorar simultaneamente o perfil
lipidico e a sensibilidade a insulina, sendo uma alternativa promissora para pacientes
com hiperglicemia e hiperlipidemia. Esses medicamentos apresentam menor risco de
eventos adversos em comparagdo aos agonistas completos. Diversos Glitazares,
como muraglitazar, tesaglitazar e aleglitazar, avancaram para ensaios clinicos de fase
tardia. No entanto, esses estudos foram suspensos devido a ocorréncia de efeitos
adversos significativos, incluindo insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal, ganho de
peso e edema (Cheng et al., 2019). A maioria desses efeitos foi atribuida a ativacéo
suprafisiolégica do receptor PPAR-g, resultante de sua alta poténcia de ativacdo em
alguns tecidos e 6rgaos.

Com base nisso, novos agonistas duplos com ativacédo parcial do PPARg vém
sendo desenvolvidos para minimizar essas complicagoes.
Um exemplo notavel é o saroglitazar, um agonista duplo do PPAR-a/g com atividade
predominante do PPAR-a, que tem se mostrado promissor no tratamento da
dislipidemia diabética. Este composto demonstrou beneficios clinicos na reducédo da
resisténcia insulinica, no manejo da esteatose hepética e na mitigacédo da sobrecarga
metabdlica das células beta pancreéticas (Berger et al., 2005; Sahebkar et al., 2014).
O saroglitazar é o primeiro Glitazar aprovado comercialmente, embora sua liberacao
esteja restrita, por enquanto, & India, para o tratamento da DM2 e hiperlipidemia
(Cheng et al.,, 2019). Ensaios cinicos de fase inicial em pacientes com DHGM
monstraram eficacia na melhoria da esteatose hepética e de desfechos histolégicos
relacionados (Gawrieh et al., 2021), além de impacto positivo nos lipidios e
lipoproteinas séricas desses pacientes (Siddiqui et al., 2023). Estudos in vitro também
indicam que o saroglitazar apresenta efeitos superiores na regressdo da NASH em
comparacao ao fenofibrato (agonista PPAR-a) e a pioglitazona (agonista PPAR-Q)
isolados (Jain et al., 2018).

Até o momento, ndo foram relatados efeitos adversos importantes associados ao
saroglitazar, embora estudos adicionais sobre sua seguranca a longo prazo sejam
necessarios. Esse contexto refor¢a o potencial dos agonistas duplos PPAR como uma

estratégia promissora, ao combinar a ativacdo de duas isoformas que atuam
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amplamente no metabolismo corporal. A possibilidade de ativacédo parcial de um ou
ambos o0s receptores oferecem uma abordagem inovadora para reduzir efeitos

adversos em comparacdo com a ativagao total ou isolada.

4. Agonistas Naturais de PPAR: Compostos naturais, como catequinas de cha
verde e extrato de gengibre, ttm mostrado efeitos positivos na modulacédo dos PPARs
com menos efeitos colaterais. Embora sejam agonistas de baixa poténcia, seu uso
prolongado pode reduzir a inflamacdo e melhorar a sensibilidade a insulina,
preservando a funcdo das células beta (Manio et al., 2018; Lukitasari et al., 2020;
Lépez-Salazar et al., 2021; Marinovic et al., 2022). Ha também trabalho que mostra
qgue o tipo de gordura da dieta influencia na ativacdo dos PPARs, afirmando que o
consumo de 6leo de coco, uma fonte de gordura saturada, promoveu redugéo da [3-
oxidacao hepatica, aumento de LPS plasmatico e baixa sensibilidade insulinica, tendo
efeitos na redugdo da ativacgio do PPARa (Manio et al, 2018).
Por outro lado, o consumo de acidos graxos poli-insaturados ativa a expressado de
PPARa hepatico, resultando no aumento da B-oxidacdo e mitigacdo da esteatose
hepatica, além da reducédo de lipopolissacarideos e melhora na sensibilidade a
insulina (L6pez-Salazar et al., 2021). Um estudo in vitro que usou o acido oleico,
presente no azeite de oliva, resultou na melhora da producéo de insulina, além de
efeito inibitério do TNF-a e aumento na translocacdo de PPARy para o nucleo
(Vassiliou et al., 2009).

A ativacdo seletiva dos PPARs surge como uma estratégia terapéutica
promissora, especialmente no contexto da preservacdo pancreatica em DM2. Ao
regular a homeostase lipidica e glicémica, os PPARs contribuem para um ambiente
menos toxico e menos inflamatdrio no pancreas, promovendo a viabilidade das células
beta e prevenindo o avanco da disfuncdo metabdlica. Agonistas seletivos e fontes
naturais de PPARs mostram-se benéficos, com menor perfil de efeitos colaterais,
proporcionando alternativas inovadoras e promissoras para o tratamento € 0 manejo
de longo prazo do DM2, com impacto direto na preservacao do pancreas e no controle

glicémico.
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1.9 Modelo experimental de obesidade

Os modelos animais desempenham um papel crucial no estudo da patogénese
e no desenvolvimento de intervencles terapéuticas para doencas metabdlicas,
proporcionando insights que dificilmente seriam obtidos apenas com modelos
celulares ou ensaios clinicos em humanos. Para que esses modelos sejam
cientificamente relevantes e éticos, é essencial que eles nao sé apresentem fendtipo
semelhante, mas também repliquem aspectos-chave da patogénese da doenca
humana em questéo, o que garante que os achados sejam robustos e translacionais
(Buettner et al., 2007).

Entre os modelos de obesidade amplamente utilizados, destacam-se o0s
camundongos da linhagem C57BL/6 submetidos a uma dieta hiperenergética ou rica
em gordura, conhecida como dieta de obesidade induzida (DIO, do inglés, “diet-
induced obesity”). Esse modelo reproduz com alta fidelidade os efeitos de dietas
ocidentais ricas em gorduras, levando ao desenvolvimento de caracteristicas
fisiopatoldgicas associadas a sindrome metabdlica, como obesidade central,
hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertensdo — condi¢cdes diretamente comparaveis
as observadas em humanos (Surwit et al., 1995; Collins et al., 2004; Siersbaek et al.,
2020). A similaridade fenotipica e patogenética torna os camundongos C57BL/6
expostos a DIO um excelente modelo experimental para o estudo de doencas
metabdlicas complexas.

Quando alimentados com uma dieta hiperlipidica, esses camundongos
desenvolvem obesidade, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e hipertenséao —
parametros que refletem diretamente a progressao clinica da sindrome metabdlica em
humanos. Embora alguns estudos sugiram que o ganho de peso nesses animais
possa estar associado a um comportamento hiperfagico e niveis reduzidos de
atividade fisica, o principal fator subjacente é sua alta eficiéncia alimentar, que leva a
uma rapida deposicdo de gordura central. Notavelmente, essa adiposidade central
desenvolvida em resposta a DIO é acompanhada por alteracbes metabolicas
precoces, como hiperglicemia em apenas quatro semanas de dieta rica em gordura,
além de uma progressao acelerada para um estado de inflamacao e resisténcia a
insulina. Com 16 semanas de DIO, esses animais apresentam um remodelamento

completo do tecido adiposo branco (TAB), incluindo hiperplasia e hipertrofia dos
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adipécitos, aumento da apoptose celular e subsequente inflamacéo, fatores que
exacerbam a resisténcia a insulina (Collins et al., 2004, Strissel et al., 2007).

Além das mudancas no TAB, os camundongos C57BL/6 obesos expostos a
DIO desenvolvem uma adaptacdo compensatéria a resisténcia a insulina através do
aumento da secrecdo de insulina — um mecanismo semelhante ao observado em
humanos em estados de resisténcia inicial a insulina, que posteriormente evolui para
exaustdo das células beta e disfungéo pancreéatica. Esse aumento compensatorio, no
entanto, é limitado e, com o acumulo ectépico de gordura em 6rgdos como o figado e
o préprio pancreas, a glicolipotoxicidade se torna evidente, com o aumento dos niveis
de glicose no sangue e disfuncdo metabdlica progressiva (Mota et al., 2016; Veiga et
al., 2017). A lipotoxicidade, que é central na patogénese do DM2, prejudica a funcao
das células beta e agrava a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, contribuindo
para um ciclo vicioso de inflamacéo e disfuncdo metabdlica.

O modelo DIO com camundongos C57BL/6 também é particularmente
relevante para estudos sobre a funcéo e preservacao das células beta pancreaticas,
tema central deste trabalho. Ao desenvolver resisténcia a insulina e uma resposta
compensatoria na secrecdo de insulina, esses camundongos mimetizam a resposta
inicial do pancreas em humanos ao balanco energético positivo prolongado e ao
ambiente de lipotoxicidade. A sobrecarga lipidica e glicémica néo soé leva a hipertrofia
do TAB, como também ao comprometimento da fungéo pancreética, revelando-se um
modelo valioso para investigar a plasticidade das células beta, os mecanismos
adaptativos e os efeitos terapéuticos de diferentes intervencées no pancreas.

Dessa forma, o uso de camundongos C57BL/6 alimentados com dietas
hiperlipidicas constitui uma plataforma robusta e relevante para a investigacao das
alteracdes fisiopatologicas associadas a obesidade e ao DM2, apesar de suas
limitacBes ao extrapolar os resultados para humanos. Esse modelo fornece uma base
confidvel para explorar o impacto das intervengdes terapéuticas em um ambiente
metabalico disfuncional, permitindo avaliar o potencial de estratégias de preservacao
e regeneracao de células beta, alem de mecanismos moleculares ligados ao eixo

adipoinsular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do agonismo duplo PPARa/g no remodelamento, plasticidade
e preservacao das ilhotas pancreéaticas em camundongos alimentados com excesso

de gordura saturada na dieta.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da dieta rica em gordura saturada e dos agonistas PPARa

(WY14643) e PPARg (pioglitazona), isolados ou em associacao sobre:

Massa corporal, comportamento alimentar, tolerancia oral a glicose e concentracao

plasmatica de insulina, leptina e adiponectina;

Remodelacao e estereologia do pancreas enddécrino;

Expressdo génica de marcadores relacionados a funcéo, identidade, apoptose e

plasticidade das células beta;
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2 MATERIAL E METODOS

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA, UERJ 020/2022) e
conduzido sob o guia convencional para experimentacédo animal (publicacdo NIH n.°
85-23, revisada em 1996).

3.1. Desenho experimental

Cinquenta camundongos C57BL/6 machos de trés meses de idade foram
alojados sob condicbes controladas de temperatura (21+2°C
gq), umidade (60+10%) e luz (ciclos claro-escuro de 12/12 h), com livre acesso a agua
e comida, em racks ventilados com gaiolas microisoladoras (NexGen Mouse 500,
Allentown, PA, EUA). Os camundongos foram inicialmente divididos aleatoriamente
em dois grupos nutricionalmente diferentes por dez semanas: grupo controle (C), que
recebeu dieta AIN-93M (76% de energia sob a forma de carboidratos, 14% de proteina
e 10% de lipidios, ou seja, 6leo de soja, n=10), ou grupo dieta hiperlipidica (HF, do
inglés “high-fat”), que recebeu uma dieta HF modificada a partir da AIN-93M (50% de
energia sob a forma de lipidios (10% de 6leo de soja e 40% de banha de porco), 14%
de proteina e 36% de carboidratos, n=40), como ilustrado na Figura 7.

Posteriormente, os animais nos grupos C e HF foram aleatoriamente

designados para 0s seguintes grupos para um tratamento de 4 semanas (n=10 por
grupo):

a) C: continuou a receber a dieta AIN-93M,;

b) HF: continuou a receber a dieta HF;

c) HF-a: recebeu a dieta HF acrescida do agonista PPAR-a WY-14643 (3,5 mg/kg de
massa corporal, Sigma/Merck, Darmstadt, Alemanha);

d) HF-g: recebeu a dieta HF acrescida do agonista PPAR-g pioglitazona (4,5 mg/kg
de massa corporal, Sigma/Merck, Darmstadt, Alemanha)
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e) HF-d: recebeu a dieta HF acrescida do tratamento duplo (PPAR-a/g) com WY-
14643 + pioglitazona nas mesmas doses das monoterapias.

Inicialmente, este estudo foi conduzido com oito grupos experimentais,
incluindo os grupos alimentados com dieta controle e tratados com monoterapias ou
terapia combinada, com o objetivo de avaliar a possivel toxicidade das doses
empregadas. No entanto, ndo foram observados efeitos adversos nem beneficios
nesses animais. Por isso, o trabalho foi direcionado para os cinco grupos principais:
Controle, HF e HF tratados.

O tratamento utilizado seguiu estudos prévios quanto a via de administracao e
as doses de WY-14643 e pioglitazona (Miranda et al., 2020; Vasques-Monteiro et al.,
2024b). As dietas experimentais foram produzidas pela PragSolucdes (Jau, Séo
Paulo, Brasil) seguindo as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN
93M) (Reeves et al., 1993).

Figura 7 — Desenho experimental

HFd Dieta HF + WY-14645 + Pioglitazona — 3mg + 10mg/kg
HFg Dieta HF + Pioglitazona — 10 mg/kg
HFa Dieta HF + WY-14645 — 3mg/kg
HF
HF CHO (36%), PTN (14%). LIP (50%)
C CHO (76%), PTN (14%), LIP (10%)

“»- e

Legenda: Esquema representativo dos grupos experimentais. Abreviacdes: Controle (C); High fat
(HF); Hight fat tratado com WY-14643 (HFa); Hight fat tratado com pioglitazona (HFg); Hight fat
tratado com WY-14643 + pioglitazona (HFd).

Fonte: A autora, 2025.

E importante ressaltar que o conteldo de vitaminas e minerais de ambas as
dietas eram idénticos e estavam de acordo com as recomendac¢fes do Instituto
Americano de Nutricdo, sendo ministrada a dieta AIN 93M (Reeves et al., 1993) para
o periodo de manutenc¢éo dos animais a partir dos trés meses de idade. A composicéo

detalhada das dietas experimentais encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicéo nutricional das dietas experimentais (por kg)

. Dietas
L Controle HF
Caseina (g) 1400 1750

Amido de milho (g) 6207 3477
Sacarose (g) 100.0 1000
Banha de porco (g) — 2380
Oleo de soja (g) 40,0 40,0
Fibra (g) 20,0 20,0
Mix de vitaminas (g) 10,0 10,0
Mix de minerais (g) 350 35,0
Cistina (g) 1.8 186
Colina (g) 2.9 295
Antioxidante (g) 0,008 0,008
Total (g) 1000 1000
Energia (Kcal) 3802 8 2000
Carboidrato (%,
energia) 6 36
Proteina (%,
energia) 14 14
Lipidios (%, energia) 10 50

Fonte: (Reeves et al., 1993).

3.2. Ingestao alimentar, ingestdo energética e massa corporal

O controle da ingestédo alimentar foi realizado diariamente através da subtracéo
entre as quantidades de racdo ofertada e racdo ndo consumida apds 24 horas (em
gramas). O calculo da ingestdo energética foi feito através da multiplicacdo da
ingestdo alimentar pela energia ofertada por cada grama de dieta (em KJ).

A massa corporal (MC) foi aferida semanalmente em balanca digital (preciséo 0,019).

3.3. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Uma semana antes da eutanasia foi realizado o TOTG. ApGs jejum alimentar

de seis horas, foi administrada solucao glicosada (25%), via gavagem orogastrica, na
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dose de 2g de glicose por kg de massa corporal de cada animal. Foram aferidas as
glicemias no tempo 0 (jejum), 15, 30, 60 e 120 minutos ap0s a sobrecarga atraves de
glicosimetro manual (Accu-Chek, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil), em amostras de

sangue coletadas da veia caudal.

3.4. Isolamento das ilhotas pancreéticas

Camundongos heparinizados foram mantidos em jejum por seis horas e
profundamente anestesiados em uma camara de gas de CO:2. O sangue foi coletado
por puncao cardiaca, e o plasma foi obtido apds centrifugacao (712 xg por 15 minutos)
e armazenado em um freezer de -80°C. O pancreas foi dissecado, pesado e fixado
em formalina de Milonig (10% tamponada, pH 7,2-7,4, para analise histologica) ou
congelado a -80°C (para andlise molecular).
llhotas pancreaticas viaveis foram isoladas por canulacdo do ducto biliar e insuflacédo
do péancreas através do ducto pancreatico com 5 mL de solucdo de Hanks
(suplementada com albumina sérica bovina (BSA) 1,0 mg/mL) contendo 0,8 mg/mL
de colagenase tipo V (C9263, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), seguida de digestao do
tecido exdcrino conforme detalhado na Figura 8 extraida da publicacdo realizada
como parte desse projeto (Fernandes-da-Silva et al., 2024).
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Figura 8 — Canulacéo do pancreas

Legenda: Representacdo dos passos para canular o pancreas do camundongo com a solugédo de
colagenase. Certifique-se de expor a cavidade abdominal para acessar facilmente o pancreas (a). Ao
identificar o ducto (b), posicione a agulha e garanta que ndo haja bolhas (c), utilizando o bagco como
referéncia para assegurar que todo o pancreas sera inflado (d—f). Apds isso, recomendamos remover
0 pancreas junto com o baco, que pode ser descartado posteriormente (g—i).

Fonte: (Fernandes-da-Silva et al., 2024)
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3.5. Analises bioguimicas, FIRl e Homa-beta

As concentragBes plasméaticas de insulina (#EZRMI-13K, Millipore, Missouri,
EUA), leptina (#EZRMI-13K, Millipore), adiponectina (#EZMADP-60K, Millipore), GLP-
1 #EZGLP1T-36K, Millipore) e GIP (#EZRMGIP-55K, Millipore) foram determinadas
usando o0 equipamento Fluostar Omega (BMG LABTECH GmbH, Otenberg,
Alemanha). Dados de glicemia de jejum e insulina foram usados para calcular o indice
de resisténcia a insulina em jejum (FIRi) por meio da seguinte férmula: insulina em
jejum (u/L) x glicemia de jejum (mmol/L)/25 (Duncan, et al. 1995). O indice Homa-
beta, um marcador da secrecéo basal de insulina pelas células beta pancreaticas, foi
calculado por meio da seguinte férmula: 20 x nivel de insulina em jejum
((mlU/L)/glicemia de jejum (mmol/L) - 3,5 (Matthews et al., 1985).

3.6. Imunohistoquimica

As secles pancreaticas foram desparafinadas seguindo o protocolo de imuno-
histoquimica. As secfes foram submetidas a recuperacao de antigeno (solucédo de
recuperacdo de epitopo a 60 °C por 15 min), bloqueio de peroxidase e bloqueio de
proteina ndo especifica. As amostras foram entéo incubadas com anticorpos primarios
anti-insulina (PAA448MU01, Cusabio, Houston, TX, EUA, diluicdo 1:100), anti-
glucagon (CSBPA002654, Cusabio; 1:100), anti-PAX4 (CSBPA017490ESR1,
Cusabio; 1:100), anti-ARX (CSB-PA850418LA01HU, Cusabio, 1:100) ou anti-KI-67
(NBP222112, Novus; 1:100) por 2 h em temperatura ambiente. Posteriormente, as
secOes foram incubadas com Prime Powder (Leica Biosystems) por 30 minutos,
seguido por incubacdo com Novolink Polymer (Leica Biosystems) por 30 minutos. As
reacoes foram reveladas com exposi¢cao ao tetracloridrato de 3,3'-diaminobenzidina
(DAB) por 4 minutos (insulina e glucagon), 3 minutos e 20 segundos para KI-67 e 5
minutos para PAX4 e ARX. As laminas foram contracoradas com hematoxilina e

montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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3.7. Estereologia

Para a estereologia do pancreas, uma lamina foi imunocorada para insulina, e a
lamina subsequente foi corada para glucagon; o processo foi repetido a cada 19
cortes, cobrindo todo o pancreas. Imagens histolégicas aleatérias (camera LC
Evolution, microscopio Olympus BX51) foram usadas para determinar a massa das
ilhotas (M [ilhota]) multiplicando a densidade de volume das ilhotas pela massa do
pancreas. Para massas de células alfa e beta, a imunodensidade (% de
imunomarcacédo para glucagon ou insulina) foi calculada por meio da ferramenta de
limite no software Image-Pro Plus (versdo 7.1 para Windows, Media Cybernetics,
Maryland, EUA) e multiplicada pela massa das ilhotas, conforme detalhado
anteriormente (Marinho et al., 2019) (Souza-Mello et al., 2011).

3.8. RT-gPCR

O RNA total de ilhotas isoladas foi extraido usando reagente TRIzol (Invitrogen,
CA, EUA), e a concentracdo de RNA foi determinada usando equipamento Nanovue
(GE Life Sciences). O cDNA foi sintetizado usando primers Oligo (dT) para mRNA e
transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen, CA, EUA). A PCR em tempo real foi
realizada usando um termociclador Bio-Rad CFX96 e SYBR Green mix (Invitrogen,
CA, EUA). Os primers foram gerados usando o software online Primer3. O Thp foi
usado como um controle enddgeno. As condigcbes da reacdo de amplificacédo
dependeram do gene amplificado. As sequéncias de primers forward e reverse sao

detalhadas na Tabela 2.
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Primers Forward Reverse
Bax TGTTTGCTGATGGCAACTTC GATCAGCTCGGGCACTTTAG
Bcl2 ATAACCGGGAGATCGTGATG CAGGCTGGAAGGAGAAGATG
Fgf21 CTGGGGGTCTACCAAGCATA TGTTCCATCCTCCCTGATCT
Glp1lr CACTTTCTTTCTCCGCCTTG GGATGCAAACAGGTTCAGGT
Glut2 CTTCAGCAAGGAGGAGGTCA | GCACTTCTCGCTCTCCAGAA
Mafa TTCTCGCTCTCCAGAATGTG TTCAGCAAGGAGGAGGTCAT
Neurodl CTTGACCCCTTTGCTGGTAG GCTAGAAAGGCCACACCAAG
Neurog3 GTGTCCCCAGAGACACAACA GGTATGAGAGTGGGGCTAGG
Nkx6.1 GCAGGACCAAGTGGAGAAAG GTCAGAGTTCGGGTCCAGAG
Pax4 ACCTCATCCCAGGCCTATCT AGGCCTCTTATGGCCAGTTT
Pdx1 AACAAGAGGACCCGTACTGC TTCAACATCACTGCCAGCTC
Ppara AATGCAATTCGCTTTGGAAG GGCCTTGACCTTGTTCATGT
Pparg ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
Thp CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC

Abreviacdes: Bax, Proteina associada ao BCL2 X; Bcl2, Regulador da apoptose BCL2; Fgf21, Fator de
crescimento de fibroblastos 21; Glplr, Receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1; Glut2,
Transportador de glicose 2; Mafa, Fator de transcricdo da familia oncogénica musculoaponeurética
fiborossarcoma A; Neurodl, Diferenciacdo neuronal 1; Neurog3, Neurogenina-3; Nkx6.1, Homeobox
NK6.1; Pax4, Caixa emparelhada 4; Pdx1, Homeobox pancreatico e duodenal 1; Ppara, Receptor
ativado por proliferador de peroxissoma alfa; Pparg, Receptor ativado por proliferador de peroxissoma
gama; Thp, Proteina de ligacdo a TATA box.
Fonte: A autora, 2025.

3.9. Analise Estatistica

Os testes post hoc Brown—Forsythe e Welch ANOVA e Dunnett T3 foram

usados para testar as diferencas entre os grupos. Um indice de significancia de
P<0,05 foi adotado.
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Os dados de gPCR foram analisados por meio de uma matriz de correlacéo e
analise de componentes principais (PCA). Um teste multivariado fornece uma
comparagdo mais confiavel entre os tratamentos do que vérios testes univariados
porque considera a correlagéo das variaveis (Reis-Barbosa e Mandarim-de-Lacerda,
2024). Usamos os componentes com autovalores 21,0, representando a variagao
compartilhada na populacéo (de acordo com a abordagem Kaiser—Guttman). Uma vez
gue os componentes mais influentes que afetam a variagdo dos dados (PC1 e PC2)
foram confirmados, plotamos os escores de PC em um grafico usando os eixos PC1
e PC2, separando os grupos (GraphPad Prism versdo 10.2.3 para Windows,
GraphPad Software, Boston, MA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1.Comportamento alimentar, Massa corporal

Os grupos C e HF iniciaram o experimento (semana 0) sem diferenca nas
massas corporais. Apoés uma semana de ingestdo de dieta hiperlipidica, o grupo HF
apresentou aumento da MC quando comparado ao grupo C (+4 %, Figura 9A). Este
aumento perdurou ao longo de todo experimento até o inicio do tratamento (+18 %,
Figura 9A), que comecou a mostrar diferencas entre 0s grupos na primeira semana
de administracdo. A partir de entéo, e seguindo até o final do experimento, 0s grupos
HF tratados tiveram reducdo significativa da massa corporal em relacdo a sua
contraparte néo tratada (HF-a: -5%; HF-g: -13%; e HF-d: -16% vs. HF, Figura 9A). No
que se refere & massa do pancreas, 0os animais HF apresentaram um aumento nesse
dado quando comparado ao controle (+22% vs. C, Fig. 9B), e o tratamento com as
monoterapias combinadas foi capaz de reduzi-la em relagéo a sua contraparte (-16%
HF-d vs. HF, Figura 9B).

A ingestdo alimentar em gramatura ndo apresentou diferenca estatistica entre
0S grupos, descartando a necessidade de grupos “pair-feeding”. Convertendo a
gramatura ingerida para a energia que as dietas fornecem, com base em sua
densidade energética, foi visto que o grupo HF teve uma ingestédo energética maior
que o grupo C (+31% vs. C, Figura 9C), ndo havendo diferenca entre 0os grupos

tratados e suas contrapartes (Figura 9C).
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Figura 9 — Massa corporal (A), massa do pancreas (B), ingestédo de energia (C), teste

de tolerancia oral a glicose (D) e area sob a curva para o TOTG (E).
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Legenda: Os dados sdo apresentados como média + DP (n = 10 para massa corporal e n = 5 para 0s
parametros restantes). As diferencas foram testadas com Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA e
pos-teste Dunnett T3 e sdo marcadas da seguinte forma: a # C, b # HF para massa corporal, **P < 0,01
e **pP < 0,001 para os demais parametros. Abreviacdes: C, dieta controle; HF, dieta rica em gordura;
HF-a, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-a (WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura
tratado com agonista PPAR-g (pioglitazona); HF-d, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-
a + agonista PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.

4.2.Metabolismo de carboidratos

A analise da area sob a curva (ASC) do TOTG revelou que a dieta HF promoveu
intolerancia oral a glicose nos animais por um aumento significativo na ASC (+52%

vs. C, Figuras 9D e 9E). Os tratamentos atenuaram a intolerancia oral a glicose,
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apresentando um valor menor da ASC em relacéo ao grupo HF (HF-a: -13%; HF-g: -
16%; HF-d: -18% vs. HF).

O TOTG revelou intolerancia oral a glicose por meio de uma ASC aumentada
no grupo HF (+52% vs. C, Figuras. 9D e 9E). Em contraste, os tratamentos atenuaram
a intolerancia oral a glicose, diminuindo a AUC (HF-a: -13%; HF-g: -16%; HF-d: -18%
vs. HF). Ademais, o grupo HF apresentou hiperglicemia (+23% vs. C, Fig. 10A) e
hiperinsulinemia (+247% vs. C, Figura 10B). Apenas o grupo HF-g reverteu a
hiperglicemia (-14% vs. HF), enquanto todos os tratamentos reduziram a

concentracao plasmaética de insulina (HF-a: -66%, HF-g: -42% e HF-d: -59% vs. HF).
Figura 10 — Concentracdes de glicemia em jejum (A), insulina plasmética (B), leptina
plasmatica (C), adiponectina plasmética (D), GLP-1 plasmético (E), GIP

plasmatico (F), teste de resisténcia a insulina em jejum (G) e indice
HOMA-beta (H).
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Legenda: Os dados séo apresentados como média + DP (n=5 para cada grupo). As diferencas foram
testadas com Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA e pés-teste Dunnett T3 e sdo marcadas da
seguinte forma: a # C, b # HF para massa corporal, *P<0.05, **P < 0,01 e ***P < 0,001. Abreviagdes:
C, dieta controle; HF, dieta rica em gordura; HF-a, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-a
(WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-g (pioglitazona); HF-d, dieta rica
em gordura tratado com agonista PPAR-a + agonista PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.
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O grupo HF apresentou hiperleptinemia (+59% vs. C, Figura 10C), enquanto
todos os tratamentos atenuaram as concentracdes de leptina (HF-a: -73%, HF-g: -
70% e HF-d: -58% vs. HF). Por outro lado, a adiponectina plasmética foi reduzida no
grupo HF (-61% vs. C, Figura 10D) e aumentada nos grupos tratados (HF-a: +90%;
HF-g: +215%; HF-d: +192% vs. HF). As concentracdes de GLP1 ndo mudaram devido
a dieta ou aos tratamentos (Figura 10E), mas o GIP foi reduzido no grupo HF (-61%
vs. C, Fig. 10F) e aumentado no grupo HF-d (+40% vs. HF).

4.3.Histologia e estereologia do pancreas

O grupo HF apresentou aumento da massa de ilhotas (+629% vs. C, Figura
11B), corroborando a resisténcia a insulina através do aumento dos valores de FIRi
(+329% vs. C, Figura 10H) e hipersecrecédo de ilhotas através do aumento dos valores
de HOMA-B (+238% vs. C, Figura 10I). As fotomicrografias revelaram ilhotas de
tamanho padréo no grupo C e hipertrofiadas no grupo HF, confirmando os achados
bioquimicos (Figura 11A). Em contraste, os grupos tratados tinham ilhotas
equivalentes em tamanho as do grupo C (Figura 11A).

A massa de ilhotas foi reduzida nos grupos HF-g (-38% vs. grupo HF) e HF-d
(-41% vs. grupo HF, Figura 11B). Todos os tratamentos atenuaram a resisténcia a
insulina, conforme indicado por um FIRIi reduzido (HF-a: -68%, HF-g: -50% e HF-d: -
61% vs. HF, Figura 10G), e restauraram a secre¢ao de insulina, conforme indicado
por um HOMA-B reduzido (HF-a: -68%, HF-g: -35% e HF-d: -64% vs. HF, Figura 10H).

A hipertrofia das ilhotas no grupo HF foi acompanhada por aumento das
massas de células beta (+986% vs. C, Figura 11C) e de células alfa (+682% vs. C,
Figura 11D). Todos os tratamentos reduziram a massa de células beta (HF-a: -53%,
HF-g: -54% e HF-d: -59% vs. HF), enquanto a massa de células alfa foi reduzida
apenas nos grupos HF-g (-52% vs. HF) e HF-d (-52% vs. HF). A proporcéo de células
alfa para beta foi reduzida no grupo HF (-37% vs. C), mas foi restaurada no grupo HF-
a (+35% vs. HF, Figura 11E).
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Figura 11 — Secdes pancreaticas coradas com hematoxilina e eosina (A), massa das
ilhotas (B) massa de células beta (C), massa de células alfa (D) e razdo
de células alfa para beta (E).
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Legenda: Comparado com o grupo C, a histologia do pancreas no grupo HF revelou hipertrofia
compensatoria das ilhotas. Os grupos tratados HF-a e HF-g apresentaram ilhotas menores do que
aquelas no grupo HF. Em contraste, o grupo HF-d apresentou ilhotas comparaveis em tamanho as do
grupo C (barra de escala = 50 ym). Os dados sdo apresentados como média + DP (n=5 para cada
grupo). As diferengas foram testadas com Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA e pés-teste
Dunnett T3 e sdo marcadas da seguinte forma: a # C, b # HF para massa corporal, *P<0.05, **P < 0,01
e ***p < 0,001. Abreviagbes: C, dieta controle; HF, dieta rica em gordura; HF-a, dieta rica em gordura
tratado com agonista PPAR-a (WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-g
(pioglitazona); HF-d, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-a + agonista PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.

4.4. RT-gPCR

Metabolismo energético e homeostase: Ppara e Pparg foram abordados
como alvos dos tratamentos propostos. A dieta HF reduziu a expresséo de Ppara nas
ilhotas (-100% vs. C, Figura 12A). Os grupos tratados com o agonista PPAR-a
(monoterapia ou em combinacao) apresentaram aumento da expressao do Ppara (HF-
a: +11.070% e HF-g: +7.700% vs. HF). Da mesma forma, a pioglitazona aumentou o
Pparg (HF-g: +2.881% e HF-d: +10.096% vs. HF, Fig. 12B). Com relagdo a fungéo

das células beta, o Fgf21, um marcador de sensibilidade a insulina aumentada, foi
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regulado positivamente pelos tratamentos (HF-a: +3.400%, HF-g: +13.200% e HF-d:
+35.800% vs. HF, Fig. 12C).

Sensibilidade e secrec¢ao de insulina: O aumento da expressao de Glplr nas
ilhotas ap0s os tratamentos (HF-a: +1.868%, HF-g: +1.943% e HF-d: +2.062% vs. HF,
Figura 12D) indica melhora na funcéo das células beta e na homeostase da glicose.
O gene Glut2, que é essencial para GSIS, aumentou nos grupos tratados (HF-a:
+180%, HF-g: +323% e HF-d: +470% vs. HF, Figura 12E), apoiando as descobertas
anteriores. Esses genes foram reduzidos no grupo HF (-99% para Fgf21, -83% para
Glplr e -24% para Glut2 vs. C), implicando disfuncéo das células beta.

Funcéo, diferenciacdo e manutencdo das células beta: Em relacdo a
diferenciacdo e manutencdo das células beta, Neurog3, que € essencial para a
diferenciacéo das células beta, foi reduzido no grupo HF (-96% vs. C, Figura 12F),
enguanto o grupo HF-d apresentou o maior aumento de expressao (+1.575% vs. HF).
Mafa, um fator de transcricdo essencial para a expressao e funcdo da insulina em
células beta adultas, apresentou expressdo aumentada nos grupos tratados (HF-a:
+233%, HF-g: +412% e HF-d: +561% vs. HF, Figura 12G). Mafa atua conjuntamente
com Pdx1 e Neurodl. O Pdx1 foi aumentado em todos os grupos tratados (variando
de +1.740% a +2.060% vs. HF, Figura 12H). Embora a expressdo de Neurodl néo
tenha diferido entre os grupos C e HF, os grupos tratados com PPAR-a apresentaram
expressdo aumentada (HF-a: +46% e HF-d: +112% vs. HF, Figura 12I), o que pode
indicar que o tratamento com PPAR-a pode preservar ou restaurar a identidade das

células beta sob estresse lipotoxico.
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Figura 12 — Expressao relativa de mRNA nas ilhotas pancreaticas para Ppara (A),
Pparg (B), Fgf21 (C), Glplr (D), Glut2 (E), Neurog3 (F), Mafa (G), Pdx1
(H) e Neurod1 (1)
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Legenda: O controle endégeno Thp (proteina de ligagdo TATA Box) foi usado para normalizar a
expressdo dos genes selecionados. Os dados sdo apresentados como média + DP (n=5 para cada
grupo). As diferencas foram testadas com Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA e pés-teste
Dunnett T3 e sdo marcadas da seguinte forma: a # C, b # HF para massa corporal, *P<0.05, **P < 0,01
e ***pP < 0,001. Abreviagbes: C, dieta controle; HF, dieta rica em gordura; HF-a, dieta rica em gordura
tratado com agonista PPAR-a (WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-g
(pioglitazona); HF-d, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-a + agonista PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.

Apoptose, sobrevivéncia e regeneracdao celular: A regulacdo positiva de Bax
no grupo HF (+986% vs. C, Figura 13A) concomitante com a regulacao negativa de
Bcl2 (-58% vs. C, Figura 13B) sugere aumento da apoptose. Por outro lado, os
tratamentos reduziram a expressao de Bax (HF-a: -69%, HF-g: -28%, HF-d: -67% vs.
HF) enquanto aumentaram Bcl2 (HF-a: +162%, HF-g: +133% e HF-d: +121% vs. HF).
A razao Bax/Blc2 aumentou no grupo HF (+2.820% vs. C, Figura 13C), mas diminuiu
nos grupos tratados (HF-a: -12%, HF-g: -27% e HF-d: -14% vs. HF), o que implica que
os tratamentos preservaram a viabilidade das células beta.

Os genes Pax4 e Nkx6.1 estdo relacionados a regeneracdo de células beta e
manutencao de sua identidade, enquanto o ARX € aumentado na presenca de células
beta desdiferenciadas. A expresséo reduzida de Pax4 (-100% vs. C, Figura 13D) e
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Nkx6.1 (-94% vs. C, Figura 13E) no grupo HF foi consistente com a imunomarcacgao
proeminente de ARX nas ilhotas HF (Figura 14), sugerindo a presenca de células beta
disfuncionais. Em contraste, os tratamentos aumentaram a expressao de Pax4
(variando de +1.840% a +3.060% vs. HF) e Nkx6.1 (de +1.417% a +4.632% vs. HF),
com imunomarcacao perceptivel para KI67 e PAX4 nos animais tratados (Figura 14),
indicando a preservacdo da identidade das células beta apds o tratamento com

agonistas de PPAR.

Figura 13 — Expressao relativa de mRNA nas ilhotas pancreéticas de Bax (A), Bcl2
(B), razéo Bax/Bcl2 (C), Pax4 (D) e Nkx6.1 (E).
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Legenda: O controle endégeno Thp (proteina de ligagdo TATA Box) foi usado para normalizar a
expressdo dos genes selecionados. Os dados sdo apresentados como média + DP (n=5 para cada
grupo). As diferengas foram testadas com Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA e poés-teste
Dunnett T3 e sdo marcadas da seguinte forma: a # C, b # HF para massa corporal, *P<0.05, **P < 0,01
e ***p < 0,001. Abreviagbes: C, dieta controle; HF, dieta rica em gordura; HF-a, dieta rica em gordura
tratado com agonista PPAR-a (WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-g
(pioglitazona); HF-d, dieta rica em gordura tratado com agonista PPAR-a + agonista PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.
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Figura 14 — Imunohistoquimica para Ki67, PAX4 e ARX.
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Legenda: Os animais HF apresentaram imunorreacdes positivas para ARX e leve imunomarcagéao para
KI67 e PAX4. Os grupos tratados apresentaram expressdo resgatada de Ki67 e PAX4 e expressao
atenuada de ARX, assemelhando-se aos do grupo C (barra de escala = 50 um). Abrevia¢des: C, dieta
controle; HF, dieta rica em gordura; HF-a, dieta rica em gordura tratada com um agonista de PPAR-a
(WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura tratada com um agonista de PPAR-g (pioglitazona); HF-d,
dieta rica em gordura tratada com um agonista de PPAR-a + agonista de PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.

4.5. Analise de componentes principais

O mapa de calor identificou as variaveis mais influentes na matriz de
correlacdo, com os coeficientes mais altos aparecendo em azul e os mais baixos em
vermelho (Figura 15A). Os dois primeiros PCs (PC1 e PC2) mostraram uma variancia
cumulativa de 83,3% (Figura 15B) e, portanto, foram retidos na analise.

O biplot PCA (Figura 16A) revelou que a expressdao de um gene apoptético
(Bax) foi maior no grupo HF que nos outros grupos. Em contraste, os genes Ppara,
antiapoptotico (Bcl2) e de proliferacdo de células beta (Pax4 e Neurog3) foram
associados aos escores de PC dos grupos C e HF-a. Em contraste, os genes de
funcdo melhorada da célula beta (Fgf21, Glplr e Glut2), identidade e manutencéo da
célula beta (Pdx1, Neurodl, Mafa e Nkx6.1) carregaram mais perto dos escores de
PC do HF-d que do HF-g.
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Finalmente, os escores de PC (Figura 16B) dos grupos tratados foram opostos
as do grupo HF néo tratado, indicando a eficiéncia dos tratamentos. O HF foi o grupo
mais alterado, pois foi colocado distante do centro do grafico e do grupo C. Os escores
de HF foram reunidos no lado inferior direito (pior resultado), enquanto todos 0s grupos
tratados foram agrupados no lado esquerdo do grafico (melhor resultado). Além disso,
os escores de HF-a e HF-g foram diferentes entre os grupos C e HF-d, destacando a

ativacédo dupla de PPAR-a/g como o tratamento mais bem-sucedido.

Figura 15 — Mapa de calor da andlise de componentes principais (PCA) (A) e
proporcao de variancia dos componentes principais (B)
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Legenda: A PCA manteve PC1 e PC2 na analise, pois eles mostraram uma varidncia cumulativa de
83,3%, validando a andlise. Abreviacdes: C, dieta controle; HF, dieta rica em gordura; HF-a, dieta rica
em gordura tratada com um agonista PPAR-a (WY-14643); HF-g, dieta rica em gordura tratada com
um agonista PPAR-g (pioglitazona); HF-d, dieta rica em gordura tratada com um agonista PPAR-a +
agonista PPAR-g.

Fonte: A autora, 2025.
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Figura 16 — Grafico biplot PCA (A) e escores de componentes principais (B).
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Legenda: Os escores PCA colocaram os grupos tratados opostos ao grupo HF e préximos ao grupo C,
destacando a eficiéncia dos tratamentos propostos. Abreviacdes: C, dieta controle; HF, dieta rica em
gordura; HF-a, dieta rica em gordura tratada com um agonista PPAR-a (WY-14643); HF-g, dieta rica
em gordura tratada com um agonista PPAR-g (pioglitazona); HF-d, dieta rica em gordura tratada com
um agonista PPAR-a + agonista PPAR-g.
Fonte: A autora, 2025.
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5 DISCUSSAO

Este protocolo de obesidade induzida por dieta de 10 semanas causou
sobrepeso, hiperglicemia, intolerancia oral a glicose, um perfil de adipocina proé-
inflamatoria, hipertrofia de ilhotas pancreaticas, hipersecrecdo e reducdo da
expressdo génica relacionada a manutencdo de células beta no grupo HF. Em
contraste, o agonista PPAR-a WY14643 e uma dose baixa de pioglitazona
combinados reduziram o peso corporal, normalizando este parametro. Todos 0s
tratamentos restauraram a sensibilidade a insulina, produziram um perfil de adipocina
anti-inflamatoria e resgataram o tamanho e a estrutura das ilhotas, resultando em
aumento da expressado de genes relacionados a proliferacdo de células das ilhotas,
identidade de células beta, conversdo semelhante a alfa para beta e efeitos
antiapoptoticos.

O efeito de sensibilizacéo a insulina da ativagao total do PPAR-g (pioglitazona)
envolve multiplos 6rgdos. No entanto, esta presente no TAB, o local da transcrigdo da
adiponectina e do transportador de glicose, onde controla a inflamacdo e aumenta a
captacao periférica de glicose (Czaja, 2009). A ativacdo do PPAR-a e do PPAR-a/g
duplo alivia a resisténcia a insulina por meio da mitigacdo do “whitening” do tecido
adiposo marrom e da estimulagéo do “browning” do TAB subcutaneo, ativando as vias
termogénicas dependentes e independentes de UCP1. Esta ultima pode atuar como
um “sumidouro” de glicose, aumentando a oxidacdo da glicose em adipdcitos bege
por meio do aumento do ciclo de Ca2+ dependente de ATP pela via Serca2b-Ryr2
(Miranda et al., 2022).

Camundongos obesos induzidos por dieta exibem hipertrofia e hipersecrecao
de ilhotas devido a secrecdo compensatoria de insulina pelas células beta para manter
a homeostase da glicose (Cerf, 2020). Além das alteracdes locais no pancreas
endocrino, o tecido adiposo colabora com o inicio do DM2 ao se tornar disfuncional e
liberar adipocinas pro-inflamatorias excedentes em vez de adipocinas sensibilizadoras
de insulina, como a adiponectina, conforme observado no grupo HF (Bays et al.,
2008).

Em comparacdo com monoterapias, 0s agonistas duplos PPAR-a/g tiveram
melhores efeitos na massa corporal, tolerancia oral a glicose, ilhotas e massa de

células beta. Esses efeitos sugeriram uma fungdo melhorada das células beta devido
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a supressdo da lipotoxicidade, conforme encontrado apds o tratamento com o0s
agonistas duplos PPAR-a/g aleglitazar (Stirban et al., 2016) e muraglitazar (Fernandez
et al., 2011). Como uma doenca multi-hormonal, o DM2 envolve uma massa reduzida
de células beta e a perda do efeito incretina. Dietas HF crbnicas levam a perda da
capacidade da incretina GLP1 aumentar a responsividade das células beta a glicose
e sua proliferacao, resultando na exaustao dessas células (Holst et al., 2011). A perda
do efeito incretina ocorre mesmo com niveis normais de GLP1 e GIP em individuos
obesos, sugerindo possivel resisténcia as suas ac¢oes, conforme descrito para insulina
e leptina (Knop et al., 2012).

O aumento da expresséao do Pparg nos grupos tratados teve como alvo o Fgf21,
Glut2 e Glplr. No pancreas enddcrino, o aumento da expresséo de Glut2 prediz GSIS
adequada nos grupos tratados. Isso € consistente com a regulacao positiva de Fgf21,
qgue protege as células beta dos danos da glicolipotoxicidade ao melhorar o GSIS
secundario a ativacdo de PI3K/AKT e PDX1 (Low et al., 2021). O eixo célula alfa
glucagon-figado FGF21 sugere que o bloqueio do glucagon hepatico estimula o figado
a liberar FGF21, promovendo a proliferacéo de células beta (Cui et al., 2023). Além
disso, a liraglutida (agonista do receptor GLP1) induz o FGF21 a promover perda de
peso em camundongos alimentados com uma dieta rica em carboidratos (Le et al.,
2023). Todos os tratamentos aumentaram a expressado de Fgf21, Pparg e Glplr,
sugerindo que eles favorecem a manutencéo e regeneracao das ilhotas.

Nesse contexto, alguns fatores de transcricdo sao cruciais para o
desenvolvimento do péancreas, e sua expressdao adequada garante uma
organogénese perfeita. Apds o 6rgdo ter amadurecido, o fenétipo das células beta
precisa ser mantido (Cerf, 2006). A reducdo da expressao de Pdx1, Pax4, Neurodl,
Mafa e Nkx6.1 no grupo HF sugere a presenca de células beta disfuncionais e pode
indicar uma vida atil reduzida. Em contraste, os grupos HF-a e HF-d restauraram a
expressdo de todos esses genes. Ja o grupo HF-g restaurou a expresséo de Pdx1,
Pax4, Mafa e Nkx6.1, sugerindo um possivel papel da ativacdo de PPAR na
manutencgao do fendtipo das células beta.

Todos os tratamentos aumentaram a expressdo de Pparg nas ilhotas,
regulando positivamente seus genes-alvo Pdx1 e Nkx6.1. Esse cenério indica uma
maturacdo favorecida das ilhotas em vez de proliferacdo, além de uma melhora na
GSIS devido ao aumento de GLUTZ2, glucoquinase e pré-insulina, como observado

em um modelo de pancreatectomia de 60% em ratos (Moibi et al., 2007). O PDX1 é o
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principal fator de transcricdo envolvido no desenvolvimento inicial do pancreas, na
diferenciacéo das células beta e na manutencéo das células beta maduras (Wang et
al., 2005). Em células beta maduras, o Pdx1 regula a transcricdo de insulina e Nkx6.1
(Shih et al., 2002). O Nkx6.1 também influencia o remodelamento pancreatico e a
proliferacdo de células beta, e sua reducdo no grupo HF € consistente com ilhotas
aumentadas e disfuncionais. A regulacéo positiva de Pdx1, Neurodl, Mafa e Neurog3
no grupo HF-d foi consistente com uma melhor tolerancia oral a glicose e sugeriu uma
melhora na biossintese de insulina (Itkin-Ansari et al., 2005a).

Nossos resultados sugerem uma alta taxa de proliferacdo relacionada a
manutencdo e identidade das células beta, conforme indicado pelo aumento de
células positivas para Ki67 nos grupos tratados (Brown e Gatter, 2002). Em contraste,
os camundongos do grupo HF apresentaram uma leve imunomarcacao para Ki67
concomitante a reduzida expresséo de Pax4 e Mafa. O DM2 esta relacionado a perda
de identidade das células beta, com transdiferenciacdo para a expressao de glucagon
e falha de processos influenciados por Pax4 (Lau et al., 2023) e pela perda de Mafa
nas células beta pancreéticas de camundongos diabéticos (Nishimura et al., 2022). A
regulacao positiva de Pax4 promove a sobrevivéncia e proliferacao das células beta,
bloqueando a desdiferenciacdo (Lorenzo et al., 2015) e mantendo a expressao de
Nkx6.1 nas células beta em diferenciacao, desempenhando um papel crucial em seu
desenvolvimento (Itkin-Ansari et al., 2005b). O fator de transcricdo especifico das
células beta Nkx6.1 é necessario para especificar a linhagem das células beta,
classificando-o como um fator essencial que reprime genes enddcrinos nédo beta
(Pavluch et al., 2023). Além disso, o Mafa interage com o Pdx1 e Neurodl para ativar
a expressao de insulina nas células beta pancreaticas (Kataoka et al., 2002). Assim,
nossos resultados sugerem que o fendtipo das células beta é mantido pelo aumento
da expressao de Pax4, Mafa e Nkx6.1, consistente com a preservacdo da massa de
células beta nos grupos tratados.

A plasticidade celular das ilhotas e a manipulacdo da transdiferenciacao
emergem como potenciais alvos para o controle do espectro do DM2, promovendo
ndo apenas a restauracdo funcional, mas também a longevidade das células
pancreaticas, garantindo sua viabilidade e contribuindo para 0 manejo metabdlico a
longo prazo. Nesse contexto, a transformacdo de células ndo beta em células
produtoras de insulina e a reprogramacédo das células das ilhotas dependem de

fatores de transcricdo, entre outros gatilhos (Spezani et al., 2024). Neste estudo, 0s
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grupos HF-a e HF-d beneficiaram-se do aumento de Neurodl paralelo ao aumento de
Pdx1 e Nkx6.1, sugerindo que células ndo beta foram convertidas em células
produtoras de insulina apoés a ativagdo de PPAR (Gosmain et al., 2011). Além disso,
0S grupos tratados apresentaram alta expressédo proteica e génica de PAX4,
concomitante com leve imunocoloracdo para ARX, sugerindo a conversao de células
alfa em células semelhantes as beta por meio da inibicdo de ARX mediada por PAX4
(Collombat et al., 2003).

Em humanos com DM2, a apoptose contribui para a perda da massa de células
beta e 0 aumento de Bax contribui ativamente para o fenétipo das ilhotas diabéticas
em camundongos ob/ob (Chan et al., 2013). De forma semelhante, membros da
familia Bcl desempenham um papel na morte de células beta durante a
glucolipotoxicidade (Lupi et al., 2002). A redugao da razdo Bax/Bcl2 nos grupos
tratados sugere gque a ativacdo de PPAR pode mitigar a morte das células das ilhotas
nesse modelo de camundongos (Gao e Wang, 2009).

A andlise de componentes principais (PCA) permite comparacfes entre 0s
tratamentos, pois um teste multivariado pode identificar fen6tipos complexos que séo
dificeis de perceber por meio de varios testes univariados. Os escores de PCA do
grupo HF-a (agonista isolado de PPAR-a) agruparam-se proximos aos genes Bcl2,
Neurog3 e Pax4, com efeitos antiapoptoticos e aumento da proliferacdo de células
beta como os desfechos mais influentes. Os escores do grupo tratado com baixa dose
de pioglitazona (HF-g) e a combinacao de PPAR-a/g (HF-d) agruparam-se proximos
a genes relacionados a melhoria da funcao, identidade e manutencdo das células
beta. O PCA também separou o grupo HF dos grupos C e tratados, com HF-a proximo
ao grupo C e HF-g entre os grupos HF e HF-d. O grupo HF-d agrupou-se oposto ao
grupo HF, provando ser o tratamento mais eficaz considerando esta avaliacdo
multivariada (Reis-Barbosa e Mandarim-de-Lacerda, 2024).

O presente estudo apresenta algumas limita¢oes, incluindo a impossibilidade
de realizar western blotting devido a falta de ilhotas isoladas viaveis em quantidade
suficiente e o volume sanguineo total limitado da linhagem de camundongos, o que
impediu a avaliacdo da raz&do pro-insulina/insulina. Além disso, ndo foi possivel a
avaliacdo de fémeas, 0 que poderia contribuir com a identificacdo de dimorfismo

sexual nos desfechos avaliados.



77

CONCLUSAO

Nossos resultados mostram evidéncias de remodelacdo benéfica de ilhotas e
sensibilidade a insulina melhorada apds monoterapia e tratamento duplo com PPAR-
al/g. A pioglitazona em baixa dosagem pode minimizar os efeitos adversos devido ao
agonismo total do PPAR-g e, quando usada sozinha ou em combinagdo com PPAR-
a, pode emergir como uma terapia que visa o aprimoramento da identidade das células
beta para o controle do espectro do DM2.

Considerando os resultados do qPCR, os escores de PC separaram 0S grupos
tratados do grupo HF néo tratado, confirmando os efeitos benéficos da ativacdo do
PPAR na homeostase das ilhotas pancreéaticas. No entanto, a maior distancia do HF-
d dos escores de PC do HF garante que a combinacdo PPAR-a/g foi o tratamento
mais eficaz, com genes relacionados a funcdo das células beta e manutencdo da
identidade como os principais alvos. A Figura 17 resume nossas principais
descobertas.



Figura 17 — Resumo dos principais resultados
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Legenda: A dieta HF causou disfuncdo das células beta, caracterizada por hipertrofia das ilhotas,
aumento das massas de células alfa e beta e um padrao de expresséo génica nas ilhotas compativel
com proliferacdo prejudicada, manutencdo da identidade comprometida e favorecimento da
desdiferenciacgédo de células alfa, levando ao aumento da apoptose. O gene Bax, associado aos animais
HF na analise de PCA, é destacado em vermelho (A). Por outro lado, o tratamento com agonistas de
PPAR-a/y restaurou a funcao das ilhotas ao preservar as massas de células alfa e beta e restaurar a
expressdo génica associada a proliferagcdo, fungdo e manutencdo da identidade das células beta,
inibindo assim a apoptose (B). Os genes que tiveram maior influéncia nos melhores resultados

observados no grupo HF-d sao destacados em verde.
Fonte: A autora, 2025 (Fernandes-da-Silva et al., 2025)
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Abstract

The endocrine pancreas is composed of clusters of cell groups called pancreatic
islets. These cells are responsible for the synthesis and secretion of hormones
crucial for glycemic homeostasiz, such as insulin and glucagon. Therefore, these
cells were the targets of many studies. One method to study andfor understand
endocrine pancreatic physiclogy is the isolation of these islets and stimulation of
hormone production using different concentrations of glucose, agonists, and/'or
antagonists of specific secretagogues and mimicking the stimulation of hormonal
synthesis and secretion. Many researchers studied pancreatic physiology in mu-
rine models due to their ease of maintenance and rapid development. However,
the izolation of pancreatic islets involves meticulous processes that may vary be-
tween rodent species. The present study describes a simple and effective technical
protocol for isolating intact islets from mice and rats for use as a practical guide
for researchers. The method involves digestion of the acinar parenchyma by in-
traductal collagenase. Isolated islets are suitable for in vitro endocrine secretion
analyses, microscopy techniques, and biochemical analyses.
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Dual PPAR-a/y enhances beta cell identity,
preserving islet structure in HF-fed mice
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Abstract

The pancreas suffers from lipotoxicity, which threatens the survival of pancreatic islets. Dual peroxisome proliferator-
activated receptor-alpha/gamma (PPAR-a/y) agonism is a promising method for treating type 2 diabetes mellitus (T2DM).
This study evaluated the effects of single PPAR-a and PPAR-y or their combined activation on pancreatic islet remodelling,
beta cell proliferation, identity and maintenance in an experimental obesity model. Fifty three-month-old mice, randomly
divided to receive the control (C) or high-fat (HF) diet for ten weeks, were then redivided for a four-week treatment: C, HF,
HF-a (received the PPAR-a agonist), HF-g (received the PPAR-y agonist pioglitazone) and HF-d (received PPAR-a/y agonists).
The HF group was overweight, had oral glucose intolerance, showed a proinflammatory adipokine profile, exhibited
increased alpha and beta cell masses and showed islet gene expression compatible with compromised beta cell
proliferation and favoured dedifferentiation. All treatments reduced body weight, mitigated oral glucose intolerance and
produced an anti-inflammatory adipokine profile, which rescued islet cytoarchitecture and beta cell function. Principal
component analysis (PCA) revealed a shift in the antiapoptotic gene Bcl2 and beta cell proliferation genes (Pax4 and
Neurog3) in HF-a. Conversely, HF-g and HF-d benefited from the upregulation of genes related to beta cell function (Fgf21,
Glut2 and Glp1r), identity and maintenance (Pdx1, Neurod1, Mafa and Nkx6.1). The HF mice were glucose intolerant,
showing islet hypertrophy and low beta cell identity-related genes. In contrast, PPAR activation rescued islet structure,
and PCA showed that the PPAR-w/y combination was the most effective treatment because it favoured beta cell function,
identity and maintenance-related genes, halting the T2DM spectrum in diet-induced obese mice.

Keywords: endocrine pancreas; beta cell; high-fat diet; PPAR; low-dose pioglitazone; principal component analysis
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Abstract

Gut dyshiasis impairs nonshivering thermogenesis (MST) in obesity. The antiobesagenic ey Wards
effects of exercise training might mwalve the modulation of gut microbiota and its ¥ HIT
inflarmmatary signals to the brown adipose tissoe (BAT). Thas study evaluated whether » obesity
high-intensity interval training (HIT} and moderate-intensity contimeaus training (MICT) ¥ EeichE
prevent overaeight threugh reduced put-derived inflammatary signals to BAT in high-fat- o hermogenesis
feed rmice. Sixty male C57BLAE mice {3 months old] comprised six esperimental groups: » put microbiota

contred {C) diet group, C diet + HIT (C-HIT) group, C dist + MICT (C-MICT) groug, high-fat
|HF) diet group, HF diet + HIT (HF-HIT) graup, and HF diet + MICT (HE-MICT) group.

The protocals lasted for 10 weeks. HIT and MICT restored body mass, mitigated glucose
intolerance, and prewented hyperinsulinemia in HF-tramed groups. A chrone HE dist
caused dyshinsis, but HIT and MICT prevented gut dyshiasis and preserved tight punction
IT)h gene expression. HF-HIT and HFE-MICT groups exhibited a similar pattern of goblet
cell dstribution, agreemg with the decreased plasma Bpopalysaccharide concentrations
and mterscapular BAT {iBAT) Lbp-Ca14-Tird exprasson. The lowersd Nrp2 and U7§ in the
HF-HITT and HF-MICT graups complied with iBAT thermagenic capacity maintenance.
Thiz study shows reliable svidemes that HUT and MICT prevented aversesght by restaring
the diwersity of the gut microbiota phyla and T) gene expression, thereby reducing
inflammatory signals to brown adipocytes with pressrved thermagenic capacty.

Both exercise modalities prevented owerweight, but HIT rescued Zo- 1 and jom-o gens
expression, exerting more potent anti-inflammatory effects than MICT (redweced LPS

concentrations), prowidng a sustamed increase m thermageness with 78% e
. B fouraal af Endosridakagy
distance traveled, [2007) 259, 238135
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Long-term hepatic damage in high-fructose-fed
C57BL/6 mice: hepatic fibrogenesis, endoplasmic
reticulum stress markers, and fibrosis

BREMDA OLIVEIRA-CORDEIRO, ALINE FERMNANDES-DA-SILVA, FLAVIA MARIA
SILVA-VEIGA, CAROLLINE 5. MIRANDA, FABIAME F MARTINS & VANESSA SOUZA-
MELLOD

Abstract: The rising fructose intake in sugar-sweetened beverages and ultra-processed
foods relates to the high incidence of nonalcoholic fatty liver disease. This study aimed
to examine the effects of lang-term high-fructose diet intake (for 16 or 20 weeks) on
progressive hepatic damage, focusing on the endoplasmic reticulum stress markers
and fibrogenesis as possible triggers of liver fibrosis. Forty 3-month-old male CSPBL/&)
mice were randomly divided into four nutritional groups: 16 (control diet for 16 weeks),
C20 (control diet for 30 weeks), HFRU16 (high-fructose diet for 16 weeks), and HFRUZO
[high-fructose diet for 20 weeks). Both HFRU groups showed oral glucose intolerance
and insulin resistance, but only the HFRU20 group exhibited increased inflammation.
The increased lipogenic and endoplasmic reticulum stress markers triggered hepatic
fibrogenesis Hence, ime-dependent perivascular Aibrosis with positive immunostaining
for alpha-smooth muscle actin and reelin in HFRU mice was observed, ensuring
fibrosis development in this mouse model Qur study showed time-dependent and
progressive damage on hepatic cytoarchitecture, with masimization of hepatic steatosis
without overweight in HFRU20 mice. ER stress and liver inflammation could mediate
hepatic stellate cell activation and fibrogenesis, emerging as targets to prevent MAFLD
progression and fibrosis onset in this dietary model

Key words: fructose, MAFLD, hepatic fibrogenesis, ER stress, aging hepatic stellate cell.
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Abstract

The world is experiencing reflections of the intersection of two pandemics:
Obesity and coronavirus disease 2019, The prevalence of obesity has tripled sinoe
1975 worldwide, representing substantial public health costs doe bo its comaor
bidities. The adipose tissue is the indtial site of obesity impairments. Duoring
excessive energy intake, it undergoes hyperplasia and hy pertrophy untl overt
inflammation and insulin resistance turn adipocytes into dysfunctional cells that
send lipotoxic signals to other organs. The pancreas is one of the organs most
affected by obesity. Once lipotoxicity becomes chronic,. there is an increase in
insulin secretion by pancreatic beta cells, a surrogate for type I diabetes mellitus
(T208). These alterations threaten the survival of the pancreatic iskets, which
tend b become dyvsfunctional, reaching exhaustion in the long termi. As for the
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mitigate adipocyte dysfunction in obese mice
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Abstract
Obesity causes white and brown adipacyte dysfunction, reduting brawning and stimulsting Hey Werds
whitening. Drugs that tackle adipocyte dysfunction through thesmogenesis stimulation v obesky

could be used ta treat chesity. This study sought ta sddress whether a cambination af the » PPAR-alpha
PPRAR-alpha aganist (Wy14E43) and OPP4A (Enagliptiny potentiates browning and matigates v DFP-4
adipose tsswe dysfunction, emphasizding the pathways refated ta browning inductsan » hrowning
and the underbing thermogenesis in haghe-fat-fed mice. Adult male CSTELG mice were » thermagenasis
randomly assigned to receive a controld diet (G, 10% lipidsh or & high-fat diet (HF, 50% lipeds) ¥ ER SITESS
for 12 weeks, Experiment 1 aimed to evaluate whether 5§ weeks of combined therapy was

able to potentiate brawning using a free-group design: C, HF, HPA {monotherapy with

WY 14643, 2.5 mpfkg body mass], HFL {monotherapy with linaghptin, 15 mgfkg body mass),

and HFC {a combinatan of bath drugs). Experiment 2 further addressed the pathways

irmeolved in browning maximization wsing a four-group stwedy design: C, CC{C diet plus the

drug combanatian), HF, and HFC (HF diet plus the drug combination). The HF group showed

overweight, oral glecose intalerance, sWAT adipocyte hypertrophy, and reduced numesical

density of nuclei per area of BAT confirming whitening. Only the combined treatment

normalized thess parameters in addition to body temperaturs inrease, browning

induction, and whitening rescwee, The high expressan of thermogenic marker genes

paralla| to reduced sxpreswsan of mflammatory and endoplasmic reticolurm skress genss

mediated the bensficial findngs. Hence, the PPAR-alpha agonist and DPP-d4i combination is

a pramising target for abesity cantral by inducing functional brawn adipecytes, brownmg af

. . foara of Mot
SWAT, and enhanced adaptive thermagenesis y

Emfocrmsiogy
(2007 68, 235-241
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