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RESUMO

Dentre as doengas crénicas ndo transmissiveis, a Diabetes mellitus esta entre
as principais causas de morte no mundo e segue, ainda, sem cura. As terapias
celulares tém sido exploradas a fim de repor a funcdo perdida de células B
pancreaticas. Foi demonstrada a capacidade de produgao de insulina por linfécitos B-
1 e estudos preliminares sugerem que existe uma possibilidade de restaurar essa
caracteristica em linfécitos B-1 comprometidos funcionalmente por reprogramacgéo
metabdlica (RM). O presente estudo objetivou investigar a influéncia da RM na
producédo de insulina por linfocitos B-1 provenientes de camundongos suscetiveis ao
desenvolvimento de diabetes por estreptozotocina. Deste modo, células peritoneais
aderentes de camundongos C57BL/6 foram submetidas ao protocolo de RM para a
producao de insulina, que consiste no cultivo das células em meio suplementado com
Crotoxina, altas concentragdes de glicose e Nicotinamida. Apds a aplicagédo do
protocolo, os linfécitos B-1 foram avaliados quanto ao metabolismo de glicose, pela
captacao de glicose e expressao de genes relacionados ao transporte e lise desse
carboidrato e quanto a produgédo de insulina pela expressdo génica dos genes de
insulina ou associados a sua produgao e, ainda, foi verificada a presenga de granulos
de insulina no citoplasma das células ap6s a reprogramacéao celular. As células B-1
submetidas ao protocolo de RM demonstraram aumento da viabilidade celular e
diminuicdo na expressao de 2-NBDG, ou seja, menor captagao de glicose por essas
células. Corroborando esse resultado, a expressao dos genes da enzima hexoquinase
HK1, HK2 e do transportador de glicose Glut1 também estava diminuida comparado
as células controle, que nao receberam os estimulos de RM. A expressao dos genes
de fosfofrutoquinase Pfkl e Pfkm n&o revelou diferengas e a expressdo génica de
Cpt1b estava diminuida apds a RM, sugerindo que a via lipolitica também nao foi
ativada. A avaliacdo epigenética demonstrou uma tendéncia a hipermetilagao
especifica do gene Hk1a em linfécitos B-1 RM, comparados ao controle. Ja os genes
de insulina, Ins1 e Ins2 demonstraram expressao génica relativa aumentada em
linfocitos B-1 apds o protocolo de RM. Também, a expressdo génica relativa de
Neurod1, que codifica o fator de transcricdo associado a expressao dos genes de
insulina, também estava aumentada. A presencga de granulos de insulina no citoplasma
das células, dada pela imunofluorescéncia, confirma esses dados. Em conjunto, esses
resultados demonstram a eficiéncia da RM em restaurar e/ou otimizar a producao de
insulina por linfécitos B-1, provavelmente de maneira independente da via glicolitica
classica, reforgando a viabilidade do estabelecimento de uma terapia celular a partir
dessas células para o controle glicémico de pacientes diabéticos e a necessidade de
aprofundar as investigacbes sobre o papel dos linfécitos B-1 na manutencao e/ou
promogao da normoglicemia.

Palavras chaves: diabetes; linfocitos B-1; reprogramacgao metabdlica.



ABSTRACT

Among non-communicable chronic diseases, diabetes mellitus remains one of
the leading causes of death worldwide and still has no cure. Cellular therapies have
been explored as a strategy to restore the lost function of pancreatic B-cells. The
capacity of B-1 lymphocytes to produce insulin has been demonstrated, and preliminary
studies suggest the possibility of restoring this function in functionally impaired B-1
lymphocytes through metabolic reprogramming (MR). The present study aimed to
investigate the influence of MR on insulin production by B-1 lymphocytes derived from
mice susceptible to the development of streptozotocin-induced diabetes. Then,
adherent peritoneal cells from C57BL/6 mice were subjected to an MR protocol for
insulin production, consisting of culturing the cells in medium supplemented with
crotoxin, high glucose concentrations, and Nicotinamide. After the protocol was applied,
B-1 lymphocytes were evaluated for glucose metabolism through glucose uptake and
the expression of genes involved in glucose transport and breakdown, as well as for
insulin production through the gene expression of insulin or insulin-related genes. The
presence of insulin granules in the cytoplasm of the reprogrammed cells was also
assessed. B-1 cells subjected to the MR protocol showed increased cell viability and
decreased 2-NBDG expression, indicating reduced glucose uptake. The expression of
the hexokinase enzymes HK1, HK2, and the glucose transporter Glut1 was also
reduced compared to control cells that were not exposed to MR stimuli. The expression
of phosphofructokinase genes Pfkl and Pfkm showed no significant differences, while
Cpt1b gene expression was reduced after MR, suggesting that the lipolytic pathway
was not activated either. Epigenetic analysis indicated a trend toward specific
hypermethylation of the Hk1 gene in MR B-1 lymphocytes compared to controls. In
contrast, the insulin genes Ins1 and Ins2 showed increased expression in B-1
lymphocytes after MR. The expression of Neurod1, which encodes a transcription
factor associated with insulin gene regulation, was also elevated. The presence of
insulin granules in the cytoplasm, as observed by immunofluorescence, corroborated
these findings. Altogether, these results demonstrate the effectiveness of MR in
restoring and/or enhancing insulin production by B-1 lymphocytes, likely via a
mechanism independent of the classical glycolytic pathway. These findings reinforce
the feasibility of developing a B-1 cell-based therapy for glycemic control in diabetic
patients and highlight the requirement for further investigation about the role of B-1
lymphocytes in maintaining and/or promoting normoglycemia.

Keywords: diabetes; B-1 lymphocytes; metabolic reprogramming.
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1 INTRODUGAO

Doencas crénicas nao transmissiveis representam um crescente desafio global
em saude publica, destacando-se entre as principais causas de morte no mundo.
Entre essas doengas, destaca-se o Diabetes mellitus (DM), que apresenta diferentes
formas clinicas: DM Tipo 1 (DM1), DM Tipo 2 (DM2), Diabetes gestacional (DMG),
caracterizada pela hiperglicemia. (SBD, 2024).

O DM1 é a forma mais prevalente da doenga em criangas e adultos jovens,
embora possa manifestar-se em individuos de qualquer faixa etaria, sua etiologia
causada por um processo autoimune no qual o sistema imunoldgico do corpo ataca
as células B produtoras de insulina no pancreas. O Brasil € um dos paises com alta
incidéncia da doenga, figurando entre as na¢gdes com maior prevaléncia de diabetes,
especialmente entre 0-19 anos da patologia DM 1. Registraram-se aproximadamente
600 mil casos no pais em 2022, com cerca de 200 mil ébitos no mesmo ano. As
proje¢des indicam que o numero de casos podera alcangar 1,8 milhdo até 2040,
representando um aumento de 2,4 vezes em relagdo ao ano 2000 (VIGITEL, 2023;
SBD, 2022; IDF, 2025).

No cenario global, o numero de individuos com DM atingiu 830 milhbes em
2022, superando as estimativas anteriores, com cerca de 90% dos casos sendo do
tipo 2 (WHO, 2024; MAGLIANO et al., 2021).

Diversos fatores de risco contribuem para o desenvolvimento e agravamento
do diabetes, incluindo tabagismo, alimentacéo inadequada, sedentarismo, consumo
excessivo de bebidas alcodlicas, IMC elevado (sobrepeso e obesidade) e dieta pobre
em fibras e rica em agucares e carnes (WHO, 2022)

Apos o diagndstico clinico, pessoas com diabetes devem se adequar ao
tratamento, pois a auséncia deste pode resultar em complicacbes agudas e cronicas
graves, que podem levar a morte precoce ou a incapacidades severas (IDF, 2025). As
metas de controle glicémico levam em consideragdo se o paciente é crianga, adulto
ou idoso, sendo que valores normais de glicemia em jejum para adultos ndo gestantes:
70-99 mg/dL; valores normais de HbA1c- parametro que reflete os niveis de glicose
nos ultimos 2 ou 3 meses- para adultos ndo gestantes < 5,7% (SBD, 2024).

O IDF (2025) descreve o critério diagnéstico para DM. A partir dos dados abaixo
(com base nas informacgdes dispostas na Figura 1), dando destaque no critério

diagndstico com um ou mais critérios para diabetes- glicemia plasmatica em jejum >
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ou igual 126 mg/dl, Teste de tolerancia de glicose (TTGO) > ou igual 200 mg/dI,
Hemoglobina glicada > ou igual a 6.5% e glicemia em horario aleat6rio > ou igual a
200 mg/dl- critério diagndstico para glicose diminuida com dois critérios- glicemia
plasmatica em jejum < ou igual 126 mg/dl, Teste de tolerancia de glicose (TTGO) > ou
igual 140-199 mg/dl- critério diagndstico para glicose de jejum prejudicada com dois
critérios ou apenas o primeiro- glicemia plasmatica em jejum entre 110-125 mg/dl,
Teste de tolerancia de glicose (TTGO) < 140 mg/dI.

Diabetes

Deve ser
diagnostica com um
ou mais critérios

o)

Glicemia plasmitica

em jejum

2 horas da glicemia

phmun;&a > 2 7.8 and <111
mmol/L

754 de glicose oral

TTGO (140199 mg/dL.

o8 "

HbAlC
Equivalente a 6,5%

Glicemia- 2111
Horario aleatorio mmol/L

(200 mp/ i

Figura 1 — Critérios para o diagnéstico de diabetes.

Fonte: IDF (2025), adaptado.

O tratamento do diabetes envolve estratégias farmacolégicas e néao
farmacolégicas (DA CUNHA et al., 2020). Medicamentos amplamente utilizados no
tratamento de DM 2 incluem, as biguanidas como a Metformina, que reduz a glicemia
através da melhora da sensibilidade a insulina no figado reduzindo a producéao
hepatica de glicose. Inibidores do co-transportador soédio-glicose 2 (SGLT2), como
Dapagliflozin, Empagliflozina e Canagliflozina, que além do controle glicémico

oferecem protegéo cardiovascular adicional através da absorgédo de glicose e sodio
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no tubulo proximal na inibigdo do SGLTZ2, levando a glicosuria. Agonistas do Receptor
do GLP-1 sendo eles Liraglutida, Dulaglutida, Semaglutida que atua reduzindo
esvaziamento gastrico, estabilizando a saciedade e reduzindo o glucagon. Co-
agonistas do receptor de GIP/GLP-1 denominado Tirzepatida que atua de forma
semelhante ao descrito anteriormente aumentando a secre¢ao de insulina dependente
de glicose. Glitazonas/ Tiazolinedionas sendo a Pioglitazona responsavel pelo
aumento da sensibilidade a insulina em musculo, adipdcito e hepatécito. Sulfonilureias
como Gliclazida, Glimepirida, Glibenclamida que promove a secreg¢ao de insulina
pelas células beta do pancreas ao se ligar ao receptor SUR-1, o que aumenta o influxo
de ions calcio e, consequentemente, intensifica a liberagéo de insulina. Inibidores da
alfa-glicosidase sendo a Acarbose um inibidor da alfa-glicosidase, enzima localizada
na borda em escova do trato gastrointestinal, que provoca o atraso na absorgao de
carboidratos. (SBD, 2024).

Ainda na classe medicamentosa a insulinoterapia € um método de tratamento
para a DM 2 em estagios avangados, mas é preferentemente utilizado na DM 1,
através de analogos de insulina rapida (Aspart, Lispro), Insulina NPH, Insulina de
longa acéo (Glargina, Detemir, Degludeca), agdo que visa mimetizar a insulina como
no organismo do individuo nao portador de diabetes. A estratégia utilizada é a terapia
de administragao injetavel por bolus, onde uma unica dose concentrada € infundida
geralmente no subcutaneo do paciente; € utilizada de maneira precoce e consiste em
infundir no organismo em dosagens e aplicagdes pré definidas ou com a bomba de
infusdo de insulina (SBD, 2024).

Efeitos colaterais, como nauseas e voémitos, entre outros estdo presentes
nessas terapias medicamentosas (SBD, 2024).

Terapias ndao medicamentosas sao fundamentais, especialmente a pratica
regular de exercicio fisico e intervengdes dietéticas que visam controle glicémico,
reducédo do peso corporal e prevencao de complicagdes a longo prazo. O exercicio
fisico melhora a sensibilidade a insulina, diminui a hiperinsulinemia, aumenta o
recrutamento muscular da glicose, melhora o perfil de lipidios e a hipertensao arterial,
contribui para a perda de peso, sendo uma alternativa no controle da doenga DM 1 e
DM 2 (ADA, 2000).

Na terapia cirurgica, a cirurgia bariatrica, também é uma intervencdo meédica
possivel no tratamento da diabetes tipo 2 (DM2), em pacientes com um IMC elevado.

O tratamento atua na perda de peso e como consequéncia, regula os niveis glicémicos,
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dentre os modos mais comuns estdo o by-pass gastrico - técnica em que o estbmago
€ reduzido a um pequeno reservatorio, promovendo menor absorcdo de calorias e
maior saciedade- e a gastrectomia vertical- procedimento cirurgico que diminui o
tamanho desse orgao. (SCHAUER et al., 2017).

Mais recentemente, as células-tronco pluripotentes (PSCs) mostram um
potencial notavel como uma fonte celular ilimitada para terapias de substituicdo
celular, como transplante de ilhotas, devido a sua capacidade de se auto-renovar e se
diferenciar em tipos de células funcionais. Os primeiros protocolos de diferenciacéo
se concentraram na derivacao de células tipo 3 produtoras de insulina in vitro a partir
de células-tronco embrionarias (ESCs), posteriores se concentraram na obtencgao
eficiente de células tipo B com melhor secregao de insulina, resultando na geragao de
células B derivadas de células-tronco pluripotentes humanas (hPSC). Recentemente,
foi desenvolvido com sucesso células somaticas humanas induzidas quimicamente
(CiPSCs), a partir dessas, foram diferenciadas células B produtoras de insulina e
transplantadas abaixo da musculatura abdominal de uma paciente de DM 1,
conferindo controle de glicemia e hemoglobina glicada (WANG et al., 2024).

Na pesquisa basica experimental, Alvares-Saraiva e seus colaboradores
demonstraram que a transferéncia adotiva de linfécitos B-1 pode conferir protecao
contra o desenvolvimento de DM em camundongos suscetiveis. No estudo, foi
induzido diabetes em camundongos X-Linked Immunodeficiency Disease (XID)
(deficientes em linfocitos B-1 e suscetiveis a indugdo de diabetes) com a
estreptozotocina (STZ). A transferéncia de células B-1 purificadas de camundongos
saudaveis, para esses camundongos, estabeleceu efeito de prote¢gdo nos animais
contra o desenvolvimento de diabetes. Adicionalmente, os dados demonstraram a
presenca de granulos de insulina no citoplasma das células, algumas em estagio de
diferenciagdo celular com alteragcbes morfologicas e fenotipicas, com perda da
expressao de marcadores linfoides, além da expressao relativa do gene de insulina 1
(Ins1). De maior relevancia neste trabalho foi pontuado que os camundongos XID com
transferéncia adotiva de células B-1 purificadas, em qualquer estagio de indugao de
STZ, nao desenvolveram diabetes, fornecendo protecdo duradoura (ALVARES-
SARAIVA et al., 2015).

Descritas pela primeira vez na década de 80, as células B-1 sao diferentes dos
linfocitos B convencionais em relagao ao fenoétipo, morfologia, ontogenia, distribuigao
tecidual e fungdo (MATTOS et al., 2024). A compreensao ao que diz respeito ao
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comportamento dessa célula segue em constante evolugdo (ANSEL et al., 2002). Sao
preferencialmente agrupadas em areas mesenquimais relacionadas ao intestino,
devido a seu comportamento favoravel em adaptacao, podendo migrar para demais
areas, ndo sendo restrita somente a ac¢éo de producéo de anticorpos. (FORSTER et
al., 1991).

Os linfécitos B-1 sao subtipos de linfocitos B, que possuem subdivisbes em B-
1a e B-1b, devido a suas caracteristicas fenotipicas, como a presen¢a da molécula
CD5, respectivamente (ALUGUPALLI et al., 2004; HAAS et al., 2005). Linfécitos B-1
apresentam alta plasticidade funcional e podem secretar anticorpos com uma
caracteristica de reconhecimento sobre os antigenos com alto peso molecular (HAAS
et al.,2005), podem atuar e auxiliar na resposta imune inata, influenciando o perfil
inflamatério de macréfagos (PEREIRA et al., 2019) ou adaptativa, influenciando a
resposta de linfécitos T CD8 no contexto de infecgdes fungicas (LANGANKE DOS
SANTOS et al., 2018). Ainda, tém-se discutido seu papel pluripotente e ja foi
demonstrada sua capacidade de se diferenciar num fagécito mononuclear semelhante
a macréfagos (ALMEIDA et al.,, 2001) com rigoroso rearranjo génico durante a
diferenciacao (POPI et al., 2009). Também ja foi demonstrada sua capacidade de se
diferenciar em uma célula semelhante a osteoclasto e participar de processos de
remodelagao 6ssea (PUGLIESE et al., 2012).

Apesar da capacidade multifuncional dos linfécitos B-1, os estudos
mencionados tém demonstrado que essas células respondem ao meio em que esta
inserida e, também, linfécitos B-1 de linhagens de camundongos distintos podem
apresentar diferenca na expressao de insulina. Dados prévios de nosso laboratério
demonstraram que linfocitos B-1 provenientes de camundongos C57BL/6 apresentam
menor capacidade de produzir insulina, especialmente apds o tratamento com STZ
(dados nao publicados). Nos especulamos que o potencial de produgao de insulina
pelas células B-1 possa estar associado a suscetibilidade ou resisténcia a indugao de
diabetes pelo tratamento com STZ.

Estudos tém demonstrado que linhagens de camundongos apresentam
diferentes sensibilidades a agao de STZ. Para a linhagem de camundongo C57BL/6,
multiplas doses de 40 mg/Kg sao utilizadas para induzir o diabetes mellitus tipo 1 (KU
et al., 2009). Ja camundongos BALB/c sao resistentes a mesma dose e, para induzir
diabetes nesses animais, sdo necessarias multiplas doses de 80 mg/Kg, ou seja, o
dobro da dose utilizada em C57BL/6 (NAKAMURA et al., 2013).
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Pesquisadores tém especulado o motivo dessas diferengas desde a década de
70 e os esforgos para sanar essa questao tém se dado no ambito genético. Rossini e
seus colaboradores acreditavam que a maior suscetibilidade de camundongos
C57BL/6 a acdo da droga devia-se aos genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), no entanto, o tratamento com STZ n&o tornou diabético
camundongos BALB/c e DBA/J, que apresentam o haplétipo H-2d similar ao C57BL/6,
concluindo que os genes do MHC podem néo ser os unicos envolvidos no quadro de
hiperglicemia e hipoinsulinemia nesse modelo (ROSSINI et al., 1977). Mais tarde,
outros estudos confirmaram esses achados (WOLF et al.,1984; KAKU et al., 1989).
Kaku e seus colaboradores demonstraram, ainda, que apenas um gene poderia estar
associado a essa suscetibilidade e, também, essa caracteristica estaria ligada a um
carater recessivo (KAKU et al., 1989).

Ja Cardinal e seus colaboradores evidenciaram que o acumulo de metabdlitos
da STZ no tecido pancreatico de camundongos C57BL/6 quando comparado com
camundongos BALB/c estaria relacionado a maior suscetibilidade dessa linhagem ao
tratamento com STZ. Os autores sugerem que o transporte da STZ para as células 3
pancreaticas ou metabolismo de 6xido nitrico ndo s&o responsaveis pela diferenga de
sensibilidade a STZ presente entre as linhagens estudadas (CARDINAL et al., 1998).

Sendo a epigenética uma possivel influéncia devido a ser o ramo da Biologia
que investiga mudancas no fenétipo que nao decorrem de modificagbes na sequéncia
do DNA. Essas mudancgas envolvem marcagdes quimicas resultantes das interagdes
do organismo com seu ambiente, as quais influenciam a expressao das caracteristicas
e podem ser transmitidas as geragdes seguintes (QUARESMA et al., 2022)

Temos demonstrado que alteragdes metabdlicas podem estar associadas a
menor ou maior capacidade de produgao de insulina por linfécitos B-1. Neste sentido,
foi estabelecido um protocolo capaz de melhorar as condicbes de sobrevivéncia e
proliferacdo dessas células in vitro e, ainda, manter sua diferenciacdo em células
produtoras de insulina (MELO et al., 2021). Inicialmente, foram testados,
individualmente, estimulos capazes de modificar as células funcional e
metabolicamente. Foi utilizada a crotoxina (CTX), componente presente no veneno da
cascavel que, apesar da capacidade de induzir paralisia muscular prolongada, foram
evidenciadas propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas, antitumorais e
imunomoduladoras (FERNANDES, 2017). A nicotinamida, forma amida da vitamina

B3 — que por sua vez é precursora do 3-nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™),
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fundamental para diversas reag¢des de oxidacdo e reducido — tem sido amplamente
empregada em tratamentos clinicos devido a sua capacidade de regular a fisiologia
celular (MENG et al., 2021). De modo geral, o meio suplementado com crotoxina ou
20mM de glicose promoveu aumento da capacidade proliferativa e maior viabilidade
dos linfocitos B-1 em cultura de células peritoneais aderentes, a nicotinamida e
concentragdes de glicose em 30mM promoveram aumento nos granulos de insulina e
localizagao desse granulo proximo a membrana plasmatica (artigo em preparagao).

A partir desses resultados, foi desenhado um protocolo, utilizando a
combinagao desses estimulos, que consiste em manter as células peritoneais
aderentes em meio R10 contendo CTX e 20mM de glicose (HG 20mM), sendo o
estimulo eficaz na proliferacao e viabilidade celular. Entdo, o meio é trocado por meio
contendo nicotinamida e 30mM de glicose (HG 30mM), para otimizar a produgao de
insulina. A cultura termina no 6° dia e esses resultados foram validados em murinos
da linhagem BALB/c, que sao resistentes ao tratamento com STZ e ja demonstram a
capacidade basal de produzir insulina em culturas de células peritoneais aderentes
(MELO et al., 2021; ALVARES-SARAIVA et al., 2015).

No presente estudo, pretendemos investigar se o protocolo é capaz de
reprogramar as fungdes de linfécitos B-1 provenientes de camundongos da linhagem
C57BL/6, melhorando sua capacidade de produzir insulina in vitro e, mais
especificamente, compreender o metabolismo e a maquinaria génica envolvidos neste

contexto.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo geral

Validar o protocolo de reprogramag¢ao metabdlica para modular a produgéo de
insulina por linfécitos B-1 provenientes de camundongos C57BL/6, bem como
identificar alteracbes metabdlicas e epigenéticas associadas a producéo de insulina

em linfocitos B-1.

2.2 Objetivos especificos

- Submeter células peritoneais aderentes obtidas de camundongos C57BL/6 ao
protocolo de reprogramacgao metabdlica para a produgao de insulina pelos linfocitos
B-1;

- Avaliar a captacao de glicose pelas células B-1 reprogramadas, por meio da
visualizacado de 2-NBDG;

- Avaliar a expressao de genes relacionados ao metabolismo da glicose e
acidos graxos e a produgao de insulina, pela expressao génica dos genes associados
ao transporte e lise da glicose, gene de insulina ou genes associados a sua produgao;

- Avaliar alteragbes epigenéticas pela metilacdo especifica das regides
promotoras de genes associados ao metabolismo de glicose.

- Identificar a presencga de granulos de insulina no citoplasma das células apés

a reprogramacao celular por meio de imunofluorescéncia;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Delineamento experimental

Células peritoneais aderentes (CPA) foram coletadas de camundongos da
linhagem C57BL/6, por lavado peritoneal e, posteriormente, submetidas ao protocolo
de reprogramagao metabdlica (RM), conforme sera elucidado adiante. De modo geral,
as células foram estimuladas in vitro com altas concentra¢des de glicose, crotoxina e
nicotinamida e, pds 6 dias, foram coletadas para avaliacdo de viabilidade e captagao
de glicose, marcagao de insulina pela técnica de imunofluorescéncia, avaliagédo da
expressao relativa de genes associados ao metabolismo de glicose, acidos graxos e

a producéo de insulina e avaliagao do padrao de metilacao especifica.

C57BL/I6 WT
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Figura 2 — Representacgéo grafica do delineamento da pesquisa.

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6, machos, de
8 e 12 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Os
animais foram mantidos no Laboratério de Experimentacdo Animal da Universidade
Paulista, pelo periodo de, no minimo, dois dias antes de serem utilizados nos

experimentos, com livre acesso a agua e ragao. Os camundongos foram eutanasiados
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pelo aprofundamento anestésico com isoflurano. Todos os procedimentos
experimentais aqui descritos foram realizados mediante aprovagao pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan CEUA IB N° 6526280824 em 29/10/2024
e da Universidade Paulista, CEUA N° 9315220124 em 02/05/2024, com emenda em
09/02/2025.

3.3 Crotoxina

A purificagdo do complexo CTX, a partir do veneno bruto foi realizada segundo
o método descrito por Rangel e colaboradores (2004). Uma aliquota contendo 10 mg
do veneno foi ressuspensa em 2 ml de Tris-HCI (50 mM, pH 7,3) e centrifugada a
10.000 g por 10 minutos (Ultra-Centrifuga Eppendorf) para a remogao do material
insoluvel. O sobrenadante obtido foi submetido a cromatografia de troca aniénica em
uma coluna MONO-Q HR 5/5 de 5 ml, em sistema FPLC (fast-performance liquid
chromatography, Pharmacia), em tampao Tris/HCI 50 mM, pH 7,3, para o isolamento
da CTX. As proteinas adsorvidas a resina foram eluidas por um gradiente linear de 0
a 1 M NaCl, tamponado com o tampao de equilibrio. Foram obtidos 3 picos principais
(Picos 1, Il e 1ll), onde o Pico Il corresponde a eluicdo da CTX. Fragdes de 1 ml por
tubo foram coletadas e a eluigdo foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 280
nm. As fragdes contendo a CTX foram testadas quanto a homogeneidade por
eletroforese em gel de poliacrilamida e a atividade de fosfolipase A2 foi analisada em
substrato cromogénico. Os tubos correspondentes a CTX purificada foram reunidos e
concentrados em coluna Vivaspin e a sua concentragao foi determinada pelo método
de Bradford (1976).

A analise da pureza do complexo CTX foi realizada submetendo as amostras a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), conforme descrito por (Laemmli,
1970). De modo geral, as amostras do veneno e da CTX foram diluidas em tampao
de amostra (Tris-HCI 125 mM, pH 6.9, contendo 2,5% (p/v) de SDS, 20% de glicerol,
1 mM de PMSF, 4 mM de EDTA e 0,05% de azul de bromofenol) e fervidas por 5
minutos. O material foi aplicado em gel de empilhamento 4% e submetido a corrente
de 20 mA por 2 horas. Apds a corrida o gel foi corado por comassie blue. Amostras de
CTX foram também analisadas quanto ao conteudo de endotoxina (LPS) em ensaio
imunoenzimatico de Limulus amoebocyte lysate (LAL) (Cambrex/Lonza), realizado no
Laboratério de Microbiologia do controle de qualidade do Centro Bioindustrial do
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Instituto Butantan. As aliquotas de CTX consideradas isentas de contaminantes foram
estocadas a -20°C até o momento do uso.
A crotoxina purificada foi gentilmente cedida pela Dra Sandra Coccuzzo

Sampaio Vessoni, pesquisadora do Laboratério de Fisiopatologia do Instituto Butantan.

3.4 Cultura de células peritoneais aderentes (CPA)

Células peritoneais de camundongos foram obtidas por lavagens sucessivas
com 2 ml de meio RPMI (Sigma, St Louis, MO, USA) e cultivadas por 40 minutos, a
37°c, em estufa com 5% de gas carbdnico (CO2). Apds incubagdo, o sobrenadante,
contendo as células ndo aderentes, foi recolhido e descartado. As células peritoneais
aderentes foi adicionado meio R10 (RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino,
1% de L-glutamina 200 nm e 0,1% B-mercaptoetanol 100 nm), constituindo o controle

experimental ou foi iniciado o protocolo de RM.

3.5 Protocolo de reprogramagao metabdlica (RM)

As células submetidas a RM foram cultivadas por 6 dias, na concentragao 1 x
108 células/mL. Inicialmente, foi acrescido meio R10 contendo 1,2 pg/mL de CTX e
20mM de glicose, por 3 dias para promover a proliferagao de células B-1 — constituindo
a Fase de Expanséao. No 3° dia, o sobrenadante enriquecido em linfécitos B-1 que se
soltam da placa, foi recolhido, centrifugado a 2000 rpm por 5 min, descartado e o pellet
celular ressuspendido em meio R10 contendo 10nM/mL de Nicotinamida (Sigma
Aldrich) e 30mM de glicose, para otimizagcdo da produgao de insulina, e as células
recultivadas sobre a por¢cdo aderente na mesma placa ou garrafa — Fase de
diferenciagdo. No 6° dia, o sobrenadante enriquecido de células B-1 produtoras de
insulina foi recolhido e centrifugado a 2000 rpm por 5 min a 4°C e as células

submetidas as analises, conforme descrito nos préximos itens.
3.6 Viabilidade e captagao de glicose
Foram plaqueadas 0,5 x 10 CPA, em placas de 24 pocos. As células foram

estimuladas conforme previamente descrito. Entdo, a por¢ao suspensa foi retirada da
placa, centrifugada e, as células, lavadas em Phosphate buffered saline (PBS) para
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remoc¢ao do meio de cultura e plagueadas em placas de 24 pog¢os com meio RPMI
livre de glicose (GibcoTM), contendo um analogo fluorescente da glicose, o 2-NBDG,
na concentragédo de 100 pg/ml e incubadas por 2horas. Apds a incubacgéo, as células
foram recolhidas, lavadas em PBS e suspensas em 200 ul de Cell-based Assay Buffer,
contido no Glucose Uptake Cell-based Assay kit (Cayman, Michigan, USA). Para ex-
clusao das células mortas e determinacéo da viabilidade celular, foi acrescentado io-
deto de propidio em todas as amostras, na proporcao de 1:1000. A aquisi¢cao das
amostras foi realizada em citdbmetro de fluxo Accuri C6 (BDBiosciences) e a avaliagéo
da mediana de fluorescéncia de 2-NBDG foi determinada em Software de analise
Flowjo 10.8.1 (BD Biosciences).

3.7 Marcacao de insulina pela técnica de imunofluorescéncia

Células peritoneais aderentes foram cultivadas sobre laminulas de vidro redon-
das de 13mm sob as mesmas condicdes supracitadas. No 6° dia, as células B-1 da
porcao nao aderente foram colhidas e fixadas em Iaminas sobre uma camada de poli-
lisina por 30 minutos. As laminulas contendo CPAs ou as laminas contendo os linfoci-
tos B-1 foram mergulhadas em alcool metilico P.A., por 30 minutos em temperatura
ambiente, para fixagao das células. Em seguida, o metanol foi removido e as células
foram hidratadas com lavagens em PBS. As ligagdes nao especificas foram bloquea-
das com solugéo PGN (0,2% de gelatina e 0,1% de azida em PBS) por 1 hora e, entao,
a membrana plasmatica foi permeabilizada adicionando solugdo PGN contendo 0,2%
de saponina por 30 minutos. As células foram incubadas com anticorpo primario anti-
insulina conjugado a fluorescéncia Alexa Fluor 488 (C27C9, Cell Signaling Techno-
logy), overnight a 4°C, protegidas da luz. As células foram, entéo, lavadas em PBS e
montadas em DAPI- Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich) e analisadas sob microscoépio de
fluorescéncia confocal Leica TCS SP8 (Leica Microsystems) alocado na UNIFESP -

Campus de Diadema.

3.8 Avaliacao da expressao relativa de genes associados ao meta-

bolismo de glicose e a produgao de insulina

Foram colhidas das culturas ja mencionadas 2 x 10® células B-1 que foram,
entdo, submetidas a extragao de acido ribonucleico (RNA) e, posteriormente, a analise
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por reagao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) da expressao relativa dos
genes de insulina: Ins1 e Ins2, genes dos transportadores de glicose: Slc2a1 (Glut1)
e Slc2a2 (Glut2), genes da Hexokinase: Hk1 e Hk2, gene da Glicokinase: Gck, gene
dos fatores de transcri¢gdo: Pancreatic And Duodenal Homeobox 1 (PDX1) e Neuronal
Differentiation 1 (Neuro D1). O pellet celular foi submetido a tampéao de lise contido no
kit ilustra RNAspin Mini Isolation Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire,UK) e
posteriormente, o RNA foi extraido seguindo as recomendagdes do fabricante. As
amostras de RNA foram quantificadas em Nanodrop
(ThermoScientific,Wilmington,DE,USA). Somente RNA sem contaminagdo com acido
desoxirribonucléico (DNA) foi usado para a sintese do DNA complementar (cDNA). A
sintese de cDNA foi feita a partir de 60 ng de RNA purificado usando Superscript TM
VILOTM cDNA Synthesis Kit (Life Technologies). Foram utilizadas sondas e primers
Tagman™ pré-fabricados: Ins1-Mm01950294 s1; Ins2—-MmO00731595 gH; Glut-
1Slc2a1-Mm00441480_m1; Glut-2SIc2a2-Mm00446224 m1; Gck-Mm00439129 m1;
Hk1-MmO00439344 m1 e Hk2-Mm00443385_m1; Pdx1-Mm00435565_m1; Neurod1-
MmO01946604_s1; RpIpOARBP-Mm00725448 s1 (Thermo Fisher Scientific). Os niveis
de expressao génica foram avaliados por qPCR usando TagMan™ Gene Expression
Assay (FAM) (Applied Biosystems, Life Technologies, Warrington, UK). As reacdes de
amplificagdo foram realizadas no termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems,
Life Technology) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. A expressao relativa
foi calculada com base no valor de 2 24¢! sendo que os valores de Ct dos genes de
interesse foram normalizados em relagcdo aos Ct do gene de referéncia ARBP.
Posteriormente, todas as amostras foram normalizadas pela média de ACt do mesmo

gene, a partir das amostras controle.

3.9 Avaliagao epigenética

Obtencao do DNA: Para obteng¢ao das amostras de DNA genémico (gDNA) as
estruturas previamente coletadas e armazenadas em Bio freezer (-80) foram
homogeneizadas em tampéao de extragao (10 mM de Tris pH 3.0; 0,5% de SDS, 5 mM
de EDTA) e digeridas com proteinas e K(20mg/mL) por 16h a 56°C. Em seguida o
DNA sera isolado pelo método fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (DOS SANTOS et
al., 2017). A quantidade e pureza do gDNA extraido serdo estimadas em aparelho de
espectrofotometria, utilizando as razées OD 260/280 (= 1,8) e OD 260/280 (=1,0)
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(NanoDrop 2000, Thermo Scientific Uniscience).

Tratamento do DNA: Cada amostra de gDNA sera dividida em trés tubos
contendo a mesma concentragdo (400 ng) e incubados a 37°C por 2h com 1X
NEbuffer, 40 mM de glicose UDP e 1 unidade da enzima T4-B-glicosiltransferase (T4-
BGT) em reagédo com volume final de 20 pl. Esta enzima transfere especificamente a
porcao de glicose da difosfoglucose de uridina (UDP-GIc) para 5-hidroximetilcitosina
(5-hmeC) pela reagdo de glicosilagdo, produzindo o produtobeta-glucosil-5-
hidroximetilcitosina, o qual bloqueia especificamente a atividade de endonuclease
Mspl e faz com que ela reconhega apenas as sequéncias de CCGG metiladas (5-
meC) e ndo metiladas, mantendo integras as regides CCGG hidroximetilcitosina (5-
hmeC). Apds a inativagdo da enzima T4-BGT por incubagéo a 65°C por 15 min, as
amostras serdo digeridas com as endonucleases Mspl (New England Biolabs, Beverly,
MA, EUA), que reconhece todas as sequéncias CCGG (metiladas e ndo metiladas),
com excegao apenas das sequéncias CCGG com o produto beta-glucosil-5-
hidroximetilcitosina e pela Hpall (New England Biolabs,Beverly, MA, EUA) que
reconhece todas as sequéncias CCGG com a diferenca de que sequéncias CCGG
metiladas (5-meC) promove a inibicdo de sua atividade catalitica. No terceiro tubo sera
adicionado a mesma quantidade de agua (H20) (gDNA néo digerido — controle 100%).
Todas as reagdes serao realizadas separadamente com volume final de 25 ul a 37°C

por 2 horas conforme demostrado na Figura 3.

Reacao 1 Reacao2
Tubo 1-A Tubo 1-A
+
(400 ng) @ong MO
Amostra Tubo 1-B Tubo 1-B

A

(1200 ng DNA) 1 (400 ng) T4-BGT 1 @oong ML < gPCR

Tubo 1-C Tubo 1-C
+
(400 ng) (400 ng) PRI

2 h -37°C + 15 min 65 °C 2 h-37°C + 15 min 65 °C

Figura 3 — Esquema do tratamento do DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

Determinagdo do padrao de metilagdo: O padrao de metilacdo (5-meC) e
hidroximetilagdo (5-hmeC) da regidao promotora dos genes Sic2al (Glut-1) [F:
5 CGCCTCTCAGAGTCCCG3';R:5 CGCCTCCTCCGCTCCTA3'], Hk1 (llha 1) [F:
5 CCTCCCTCTGCGGCAGAGTGG3', RiGTGTTCCACCCAGCAAGCTCCG3'] e Hk
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1 (Ilha 2) [F:5CGGGAATGCAAGGCTGTGGCCAS’, R: 5
CGTGGGGAACGTGCAGGGTG 3] e Hk 2 [F:5CGCCCCTTTCGAGCCTCAS3',
R:5 CCCTCTTCCCGCAGCCAATGAG3’] sera determinado em reagdes de qPCR
contendo SYBR Green | Master 2x (12,5ul) 0,4 uM de iniciadores especificos, 1,5 pl
(25 ng) de gDNA tratado (nas 3 condi¢des; H,O, Mspl e Hpall) e q.s.p de H,O livre de
nuclease. As sequéncias dos iniciadores foram desenhadas em regides regulatérias
com ilhas CpG dentro de regides de hipersensibilidade a Dnasel, reguladas por
marcas de modificagdes de histonas e com sitios de ligagao de fatores de transcricao
utilizando o programa Primer 3 Input (versdo 0.4.0) (UNTERGASSER et al., 2012). A
determinacao de estruturas secundarias e temperaturas de anelamento foi analisada
pelo programa Beacon Designer (http://www.premierbiosoft.com/). Todas as
sequéncias foram blastadas para confirmacao da localizacdo cromossémica pela
ferramenta de PCR in silico (https://genome.ucsc.edu/). A obtengdo dos valores
percentuais referentes a metilacdo e hidroximetilagdo serédo calculados a de acordo
com (NESTOR et al.,2012). Nao foram encontradas as regides promotoras dos genes
Ins1, Ins2 e Slc2a2 (Glut-2), sendo necessario um estudo adicional para determinagao

dessas regides e do padrao de metilagdo desses genes.

3.10 Estatistica

Para a estatistica foram considerados 2 grupos de comparagéo, o grupo con-
trole e o grupo experimental com a RM. Os dados obtidos nos experimentos foram
analisados por meio do Software Graphpad Prism. Foi, inicialmente, avaliada a nor-
malidade da distribuigdo dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para as varia-
veis com distribuicdo normal, foi aplicado o Teste t Student, para comparagao entre
dois grupos. Nos casos em que a normalidade nao foi confirmada, utilizou-se o teste
nao paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados foram expressos como média + erro
padrao da média (EPM), sendo considerado estatisticamente significativo o valor de
p<0,05.


http://www.premierbiosoft.com/
https://genome.ucsc.edu/
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4 RESULTADOS

Apo6s a aplicagao do protocolo de RM foi aplicado o teste de viabilidade celular
para verificar a eficiéncia do protocolo no aumento da viabilidade dos linfécitos B-1.
Conforme visto, em células que passaram pelo estimulo de RM, com os meios de
cultura foram suplementados com Crotoxina, Nicotinamida e diferentes altas
concentragdes de glicose, a viabilidade aumentou significativamente em comparagao
ao grupo controle, que passou pelo mesmo periodo de cultivo celular, porém, em meio

de R10, sem os estimulos (Figura 4).
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Figura 4 — Viabilidade de células B-1 provenientes de cultura de células peritoneais aderentes
cultivadas com A) meio R10 (Controle) ou B) suplementado para a reprogramagdo metabdlica (RM)
com 1,2 ug/ml de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias, para a fase de expansao e Nicotinamida a
10 mM e 30 mM de glicose por mais 3 dias, na fase de diferenciagdo em células produtoras de insulina.
Foram consideradas células viaveis aquelas negativas para a marcagao com iodeto de propidio. C)

Percentual de viabilidade dos grupos controle e RM. Teste t Student com pds teste de Mann-Whitney,
*p<0,05 (N=4).

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).
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Para seguir com os experimentos e confiabilidade no préximo teste, foi
considerada a populagdo negativa para a marcagéo com o iodeto de propidio (Figuras
A e B) e selecionada a populagédo de células viaveis (Figura 4C), descartando as
células que estariam em processo de lise. Posteriormente, a captagao de glicose foi
determinada pela expressao da molécula fluorescente analoga da glicose, o 2-NBDG,
que é transportado para o interior de células viaveis via transportador de glicose Glut-
1, estabelecendo o resultado expresso na Figura 5, que consiste na mediana da
intensidade de fluorescéncia da molécula 2-NBDG.

A RM provocou a diminuigdo da captacdo de glicose pelos linfocitos B-1,
expressa pela menor expressao de 2-NBDG no grupo RM (Figuras 5A e 5B), apesar

da analise estatistica ndo ter revelado significancia (Figura 5B).

A Amostras 100000 -
|| Controle1 —_—
" c le?2 — 80000+
y /\ B| controle ™
Controle 3
o < 60000-
Controle 4 (O]
A L
'S Bl rmi1 m 40000+
F o RM 2 Z'
— 3 &N 20000+
B B rms
y o B rms 0 T T
:n'-'_1 e PR T T R PR Controle RM

2-NBDG

Figura 5 — Determinacao da capacidade de captacao de glicose por linfécitos B-1 cultivados com meio
R10 (Controle) ou submetidos ao protocolo de reprogramagao metabdlica (RM), dado pelo cultivo com
1,2 ug/ml de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias, fase de expansao e, posteriormente, com
Nicotinamida 10 mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na fase de diferenciacdo em células
produtoras de insulina ou amostras do grupo controle cultivadas com meio R10. A) Histogramas da
expressao de 2- NBDG em células viaveis. B) Mediana da Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de 2-
NBDG que foi transportado para o interior de células B-1. Teste t Student com pés teste de Mann-
Whitney ndo demonstrou significancia (N=4).

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).
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Foi explorada a expressao relativa dos genes associados ao metabolismo de
glicose e a produgdo de insulina pelos linfécitos B-1 produtores de insulina.
Corroborando a menor captacgéo de glicose, os resultados revelaram menor expressao
dos genes da enzima hexoquinase Hk1 (Figura 6A), Hk2 (Figura 6B) e do gene Slc2a1
que codifica o transportador de glicose Glut1 (Figura 6C), quando comparado ao grupo
controle. Nao houve expressao dos genes que codificam a glicoquinase Gck, o Glut-
2 ou o fator de transcricdo PDX1, presentes em células 3 pancreaticas e responsaveis

pelo transporte e quebra da glicose mais eficiente.
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Figura 6 — Analise da expressao génica relativa dos genes de hexoquinase A) Hk1 e B) Hk2 e C) Sic2at1,
que codifica o transportador de glicose Glut-1 por Tagman® gPCR, em linfécitos B-1 cultivados com
meio R10 (controle) ou submetidos ao protocolo de reprogramagao metabdlica (RM), dado pelo cultivo
com 1,2 yg/ml de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias, fase de expansao e, posteriormente, com
Nicotinamida 10 mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na fase de diferenciacdo em células
produtoras de insulina. Teste t Student com pds teste de Mann- Whitney ndo demonstrou significancia
(N=3).

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

Também foram investigados os genes Pfkl (Figura 7A) e Pfkm (Figura 7B),
que codificam a enzima fosfofrutoquinase, enzima-chave no metabolismo glicolitico, e
nao foram vistas diferengas entre os grupos. Ja para os genes Cptla (Figura 7C) e
Cpt1b (Figura 7D), que codificam a enzima Carnitina palmitoil transferase, essencial
para a oxidagao e transporte de acidos graxos para as mitocdndrias, onde serao
quebrados para produgao energética, a RM promoveu uma regulagcdo negativa da

expressao génica, na Cpt1b (Figura 7D), mas nao na Cpt1a.
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Figura 7 — Analise da expressao génica de Fofosfofrutoquinase A) Pfkl e B) Pfkm e da Carnitina Palmitoil
transferase C) Cpt1a e D) Cpt1b, por Tagman ® qPCR, em linfécitos B-1 cultivados com R10 (Controle)
ou submetidos ao protocolo de reprogramagdo metabdlica (RM), dado pelo cultivo ou ndo com 1,2
pg/mL de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias, fase de expansado e, posteriormente, com
Nicotinamida 10 mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na fase de diferenciacdo em células
produtoras de insulina. Teste t Student com pds teste de Mann- Whitney ndo demonstrou significancia
(N=3).

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

Ja a expressao relativa dos genes de insulina, tanto Ins1 (Figura 8A) quanto
Ins2 (Figura 8B) estava, em média, 2x aumentada em linfocitos B-1 apds o protocolo
de RM. Também, a expressao do gene Neuro D1, que codifica o fator de transcri¢ao
que rege a expressao dos genes de insulina, tendeu ao aumento nessa populagao

celular (Figura 8C).
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Figura 8 — Analise da expressao dos genes de insulina A) Ins1, B) Ins2 e de C) Neuro D1, que codifica
o fator de transcrigcdo associado a expressdo de insulina, por Tagman ® gPCR, em linfécitos B-1
cultivados com meio R10 (Controle) ou submetidos ao protocolo de reprogramagao metabdlica (RM),
dado pelo cultivo ou ndo com 1,2 ug/mL de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias, fase de expansao
e, posteriormente, com Nicotinamida 10 mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na fase de
diferenciagdo em células produtoras de insulina. Teste t Student com pds teste de Mann- Whitney nao
demonstrou significancia (N=3).

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

Para a analise epigenética, identificamos a metilacéo especifica na Ilha CpG
localizada no gene relacionados a expressédo de hexoquinase Hk1. Foi calculado o
percentual de 5-meC e 5-hmeC e a razio entre esses parametros. A RM néo alterou
o percentual de 5-meC (Figura 9A), mas provocou diminui¢ao de 5-hmeC na regiao
génica de Hk1 (Figura 9B). A razdo 5-meC/5hmeC foi maior nas amostras submetidas
a RM (Figura 9C), indicando hipermetilagao na regido génica que codifica Hk1, apesar
da analise estatistica nao ter revelado significancia. Também foi realizada a avaliagéo
para os genes Hk1 ilha 1, Hk2 e Glut1, porém n&o foi possivel padronizar a gPCR,
sendo necessario estudar outras formas de avaliacdo epigenética (dados nao
mostrados). Ainda, nao foi possivel encontrar regides de ilhas CpGs caracterizadas
para o estudo dos genes de insulina (dados nao mostrados).
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Figura 9 — Anadlise epigenética do padrédo de metilagdo especifica da ilha CpGs 2 que codifica a
expressédo do gene Hk1 pelo percentual de A) metilagdo 5-meC, B) hidroximetilagdo 5-hmeC e C) a
razdo entre 5-meC/5-hmeC, por qPCR, em linfocitos B-1 cultivados com meio R10 (Controle) ou
submetidos ao protocolo de reprogramacdo metabolica (RM), dado pelo cultivo com 1,2 ug/mL de
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Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias, fase de expansao e, posteriormente, com Nicotinamida 10
mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na fase de diferenciagdo em células produtoras de insulina.
Teste t Student com pos teste de Mann- Whitney nao demonstrou significancia (N=3).

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

A fim de determinar a presenca de granulos de insulina no citoplasma das
células que passaram pela RM, foi realizada a imunomarcacao para insulina, com
observagdo em microscopio de fluorescéncia. Nas figuras a seguir, 10 e 11, em azul,
o 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que, por sua afinidade de ligagdo com o DNA,
evidencia o nucleo celular e, e verde, a marcacgao para insulina, que aparece como
‘grénulos”. O resultado demonstra escassos granulos de insulina em amostras
controle, apesar da presenga de muitas células no campo de observagéao (Figura 10).
Ja em amostras de linfécitos B-1 RM, apds 6 dias de cultivo com os estimulos ja
citados, os resultados evidenciaram mais campos de observagdo com a presenca de
granulos de insulina (dados ndao mostrados) e maior numero de células positivas para
insulina, por campo observado (Figura 10). As células positivas para insulina
aparentavam maior intensidade de fluorescéncia, com a presenca de granulos
maiores. Porém, a analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia nao revelou

diferenga entre os grupos (dados n&do mostrados).

Contraste de Fase DAPI Insulina Combinado

Controle

RM

Figura 10 — Fotomicrografias de fluorescéncia para analise da presenga de granulos de insulina no
citoplasma de linfécitos B-1 cultivados com meio R10 (Controle) ou submetidos a reprogramagao
metabolica (RM) - cultivo suplementado com 1,2 ug/mL de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias,
fase de expansao e, posteriormente, com Nicotinamida 10 mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na
fase de diferenciagdo em células produtoras de insulina, por imuno-marcagao de insulina. Contraste de
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fase= fotomicrografia em campo de luz, DAPI (em azul) = nucleo celular, Insulina (em verde) = insulina.
Aumento 100x.

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).

A figura 11, apresenta em detalhe, a presenga de granulos de insulina mais
marcados em células produtoras de insulina apés a RM. De forma interessante, foram
observadas com frequéncia a presenca de dois ou mais nucleos em células
produtoras de insulina apés a RM (Figura 11). Também, a marcagdo com DAPI se
apresentou diferentes padrdes de organizagcdo de cromatina entre os grupos. Nas
células controle, os nucleos apresentaram coloragéo difusa e homogénea, com alguns
pontos de condensacao, compativel com uma distribuicdo mais regular da cromatina
no interior nuclear. Nas células submetidas a RM a marcacdo apresentou uma

distribuicdo mais pontuada e condensada (Figura 11).

DAPI

Controle RM

Figura 11 — Fotomicrografias de fluorescéncia para andlise da presenga de granulos de insulina no
citoplasma de linfécitos B-1 cultivados com meio R10 (Controle) ou submetidos a reprogramagéo
metabolica (RM) - cultivo suplementado com 1,2 ug/mL de Crotoxina e 20 mM de glicose por 3 dias,
fase de expansao e, posteriormente, com Nicotinamida 10 mM e 30 mM de glicose, por mais 3 dias, na
fase de diferenciacdo em células produtoras de insulina, por imuno-marcagao de insulina. Contraste de
fase= fotomicrografia em campo de luz, DAPI (em azul) = nucleo celular, Insulina (em verde) = insulina.
Aumento 1000x.

Fonte: Elaborado pelo autor (Bueno, T. A.; 2025).
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5 DISCUSSAO

A reprogramacgao metabdlica tem como objetivo modificar a fung¢ao celular por
meio da alteracdo de seu metabolismo. Neste estudo, observou-se uma alteragéo
significativa na via glicolitica de linfocitos B-1, evidenciada pela redugéo na captacéo
de glicose e pela menor expressao génica do transportador Glut1, bem como da
enzima hexoquinase, essencial para o inicio da glicdlise. Partindo da hipétese de que
uma disfung¢do na producao de insulina pelos linfécitos B-1 poderia contribuir para uma
maior suscetibilidade ao desenvolvimento de DM, compreender o metabolismo
envolvido em sua capacidade de producdo de insulina pode abrir caminho para o
estabelecimento de uma terapia celular autéloga com o objetivo de restaurar a
capacidade funcional desses linfécitos em secretar insulina, a partir de reprogramacéao
metabdlica. Neste sentido, os resultados apresentados aqui, demonstram potencial
para essa premissa, uma vez que linfocitos B-1 reprogramados metabolicamente
apresentaram maior expressdo dos genes de insulina e de granulos contendo esse
hormdnio no citoplasma que aqueles do grupo controle.

O camundongo tem sido amplamente utilizado em modelos experimentais
devido as suas caracteristicas genéticas bem definidas, desenvolvidas ao longo de
décadas de pesquisa. Seu uso consciente é regulamentado e imprescindivel para a
conducao de estudos biomédicos (NRC, 1996). As células B-1, bem caracterizadas
na literatura, apresentam baixa frequéncia no baco e auséncia nos linfonodos, com
predominio no peritdnio e na pleura. Em modelo experimental com infecgdo por
lagochilascaris, observou-se que camundongos da linhagem BALB/c e XID
apresentaram diferengas imunoldgicas relevantes. Enquanto os BALB/c produziram
imunoglobulinas IgM, 1gG, IgA e IgE, os BALB/c Xid nao produziram IgM e
apresentaram niveis reduzidos de IgG e IgA, com quantidades similares de IgE,
sugerindo papel critico das células B-1 na modulagao da resposta imune (FREITAS et
al., 2009). Além das diferencas na resposta imunolégica, camundongos XID se
mostraram mais suscetiveis ao desenvolvimento de diabetes apds inje¢des com STZ
(ALVARES-SARAIVA et al., 2015). Esse comportamento foi similar ao observado na
literatura para camundongos da linhagem C57BL/6, enquanto camundongos BALB/c
sao mais resistentes a STZ (KAKU et al., 1989; WOLF et al., 1984; CARDEAL et al.,
1998).
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Ha cerca de uma década, o grupo de estudos de Shiv Pillai explorou possiveis
alteracdes genéticas nas linhagens comerciais de C57BL/6 que causariam erros na
interpretacdo de resultados acerca do papel de linfécitos B nesses camundongos.
Mais especificamente, durante os sucessivos cruzamentos, uma mutagdo no gene
dock2 surgiu como uma variante estrutural espontédnea e acabou incorporada na
linhagem comercializada. Essa mutagdo causou alteracdo em algumas populagdes
celulares, como os linfocitos T CD8 de memodria, linfocitos B da zona marginal e
linfécitos do subtipo B-1a, que foi encontrado em menor numero na cavidade
peritoneal, associado a mutacao de dock2 (MAHAJAN et al., 2016).

A suscetibilidade de camundongos C57BL/6 ao tratamento com
estreptozotocina nao foi ainda explicada no ambito genético, fenotipico ou com foco
no maior acumulo desse farmaco no tecido pancreatico. A possibilidade de um defeito
na producgéao de insulina pelos linfocitos B-1 ser o responsavel por essa caracteristica
ainda esta sob investigagdo. Resultados preliminares demonstraram menor
quantidade de linfécitos B-1 em C57BL/6 que em camundongos BALB/c e a
transferéncia de células B-1 autdlogas para a cavidade peritoneal destes
camundongos pode modular a glicemia dos animais para um carater normoglicémico
(ALVARES-SARAIVA, artigo em preparagéao). Além disso, o ambiente inflamatério ao
qual estao expostas as células peritoneais nas diferentes linhagens de camundongos,
pode influenciar as caracteristicas funcionais dos linfocitos B-1.

Os resultados de viabilidade celular demonstraram que a adequagao do meio
de cultivo contribui significativamente para a sobrevida celular (p< 0,05), possibilitando
a continuidade do protocolo com células predominantemente viaveis e funcionalmente
ativas, além de reduzir o risco de interferéncia por células em lise.

A analise da captacao de glicose pelas células B-1, submetidas ao protocolo
de reprogramagao metabdlica ao longo de seis dias, indicou uma reducgao significativa
na absorc¢ao de glicose no grupo tratado. Esse grupo recebeu, em momentos distintos,
meio R10 suplementado com CTX e glicose 20 mM, seguido por meio com
nicotinamida e glicose 30 mM. Diversos estudos sustentam o papel da crotoxina (CTX)
e da nicotinamida como agentes moduladores de vias metabdlicas e funcionais em
diferentes tipos celulares. A CTX, principal componente do veneno de cascavel,
demonstrou interferir na reprogramacao fenotipica de macrofagos, promovendo
alteragdes no perfil secretor e regulando eventos inflamatérios e imunossupressores

(NEVES et al., 2023). Em modelos murinos, a CTX foi capaz de inibir a proliferagao
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de células esplénicas e a liberagcdo de citocinas inflamatdrias, evidenciando seu
potencial imunomodulador (RANGEL-SANTOS et al., 2004), inclusive na resposta
imune humoral (FAVORETTO et al., 2011). De forma complementar, a nicotinamida —
um precursor intermediario da via de sintese de NAD+ — tem sido associada a
modulacédo do metabolismo energético e da resposta imune. Estudos mostraram que
sua administracdo € capaz de alterar o funcionamento de células T e reduzir
processos inflamatérios em modelos de encefalomielite autoimune experimental
(KANEKO et al., 2006; LIM et al., 2015) e doencas inflamatdrias intestinais, atuando
como regulador de vias imunometabdlicas (FANG et al., 2023). Esses achados
fortalecem a hipétese de que CTX e nicotinamida possam atuar sinergicamente em
protocolos de reprogramagdo metabdlica com impacto sobre a fungao celular,
inclusive em cenarios de autoimunidade.

Corroborando a menor captacao de glicose, o estudo da expressao relativa
dos genes associados a glicdlise e ao transporte de glicose (Hk1, Hk2 e Glut1) néo
aumentou apds a RM e, inclusive, apresentaram menor expressao que nos linfocitos
B-1 controle, sugerindo que a glicose pode nao ser a unica fonte energética para a
sintese de insulina por essas células ou, ainda, que o estimulo para producao de
insulina pode ocorrer independentemente do aumento no influxo de glicose, o que
indica o possivel envolvimento de vias metabdlicas alternativas, sendo necessarias
investigacbes mais abrangentes das vias metabdlicas, incluindo a atividade de lactato,
piruvato, TCA, OXPHQOS, etc. De fato, conforme revisado por SUN et al., 2020 estudos
concordam que as vias alternativas promovem fungdées mais anti-inflamatérias, de
reparo tecidual e resolugédo/regulacdo das respostas imunolégicas enquanto o
aumento da glicolise esta mais associado as fung¢des de carater pro-inflamatério, com
inflamacao tecidual.

Na anadlise da expressao génica relativa, identificou-se aumento nos genes de
Ins1, Ins2 e Neuro D1 apds o protocolo de reprogramacgao, indicando a potencial
otimizacao da producao de insulina pelas células B-1. Quanto a morfologia celular,
observou-se que, sob cultivo em meio R10 sem estimulos externos, havia a presenca
de granulos de insulina, apesar de escassos, refletindo uma produgcdo basal ja
demonstrada anteriormente por Alvares-Saraiva e seus colaboradores (ALVARES-
SARAIVA et al., 2015). No entanto, a exposicao ao protocolo de reprogramagao

metabdlica resultou em aumento visivel desses granulos, indicando indugao funcional
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da célula B-1 e reforcando a hipotese de que o protocolo testado € capaz de
potencializar sua atividade secretora de insulina.

Quando tratadas isoladamente com CTX ha aumento na formacgao de
granulos de insulina, porém com distribuicdo ao redor do nucleo, enquanto a
suplementagdo com apenas glicose em concentragdo elevada ou nicotinamida
demonstrou distribuicdo dos granulos na margem da membrana plasmatica (dados
né&o publicados). Estudos prévios também identificaram que a CTX promove ativagao
secretora em macréfagos entre 24 e 48 horas apds o cultivo em meio suplementado,
aumentando a secrecao de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio e, também, de
citocinas proé-inflamatoérias, como a IL-1B (COSTA et al., 2013). O mesmo estudo
também evidenciou que o cultivo com CTX aumentou a produgéao de lipoxina A4 pelos
macrofagos (COSTA et al., 2013).

Também, ja foi demonstrada a capacidade da CTX em reorganizar o
citoesqueleto de actina, inibindo a fungao fagocitica de neutréfilos em culturas com
diferentes concentracbes e periodos. Interessantemente, apesar da inibicdo da
fagocitose, a CTX nao inibiu a produgdo de espécies reativas de oxigénio pelos
neutrofilos (LIMA et al., 2012). Essas evidéncias sustentam a hipdtese de que a célula
B-1 pode ser funcionalmente reprogramada, com possivel impacto sobre o perfil
imuno metabolico do DM 1.

As modificagbes epigenéticas desempenham um papel essencial no
desenvolvimento e na diferenciagao das células do sistema imunoldgico, bem como
na regulagao de suas fungdes. As enzimas epigenéticas, ao sofrerem alteragoes,
podem modificar componentes fundamentais como o DNA, as histonas e a propria
arquitetura da cromatina, influenciando diretamente processos celulares vitais, tais
como a transcricdo génica, a replicagdo e os mecanismos de reparo do DNA.
Notavelmente, mesmo alteragdes discretas na atividade dessas enzimas sao capazes
de desencadear efeitos significativos sobre a funcionalidade e a estabilidade celular
(DAI et al., 2024). Aqui, observou-se metilagdo especifica nas ilhas CpGs do gene
HK1 em amostras de B-1 RM, indo ao encontro da menor expressao génica desse
gene observada, porém em niveis discretos e sem significancia estatistica.

Atualmente, a epigenética € concebida como um complexo sistema
regulatério do estado da cromatina, sustentado por cinco principais mecanismos:
modificagbes quimicas no DNA, alteragbes pods-traducionais em histonas,
modificagdes em moléculas de RNA, processos de remodelamento da cromatina e a
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regulagdo mediada por RNAs n&o codificadores (ncRNAs). Tais mecanismos atuam
de modo independente da sequéncia primaria do DNA, promovendo a ativagdo ou a
repressao de regides especificas do genoma em resposta a estimulos fisiologicos ou
patolégicos, e desempenham papel fundamental na regulagdo da expressao génica
(DAl et al., 2024). Além do gene de HK1, também foram desenhados primers para a
avaliacao epigenética em HK2 e Glut-1, porém n&o obtivemos éxito na validagdo dos
primers. Também, as amostras de obtidas a partir de linfécitos B-1 renderam
concentracdes muito baixas de DNA. Tais constatacdes reforcam a necessidade de
investigagdes continuas e aprofundadas sobre os possiveis efeitos biolégicos dessas
modificagdes. Nao descartamos repetir os experimentos e/ou estudar outras técnicas
para o estudo epigenético.

O tratamento padrdo e mais adotado do DM consiste na terapia
medicamentosa, mais comumente de aplicacdes diarias de insulina para um controle
glicémico. Tal intervengcdo, quando devidamente aderida, € capaz de reduzir
significativamente as complicagdes microvasculares associadas a doenga, podendo
ser complementada com terapias farmacoldgicas e nao farmacolégicas (COMMITTEE
REPORT, 1997).

O estudo DCCT (1998) trouxe contribui¢des importantes, ao demonstrar que
a preservagdao da massa de células [ estd relacionada a menores indices de
complicagdes cronicas. Ainda que os avangos na abordagem terapéutica do DM sejam
notaveis, lacunas persistem. Protocolos experimentais tém explorado a diferenciagao
de células-tronco pluripotentes em células B funcionais, como demonstrado por
Ghoneim et al. 2024, cujas células produtoras de insulina foram capazes de controlar
o diabetes induzido em roedores. Entretanto, a imunogenicidade destas células ainda
representa uma limitagao relevante para aplicagao clinica, sendo necessario o uso de
imunossupressores e existindo risco de formacao de teratomas (GHONEIM et al.,
2024).

Recentemente, um caso chamou atengao no jornalismo cientifico. O estudo
conduzido por Wang et al. (2024) relata os resultados de um ensaio clinico de fase 1,
no qual uma paciente com DM 1 recebeu transplante autdlogo de ilhotas pancreaticas
derivadas de células-tronco pluripotentes quimicamente induzidas (CiPSCs). As
CiPSCs foram geradas a partir de células estromais mesenquimais adiposas da
propria paciente, utilizando uma abordagem de reprogramacao quimica previamente

estabelecida, sem a necessidade de fatores de transcricdo genéticos. Essas células
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foram entao diferenciadas in vitro em ilhotas produtoras de insulina e transplantadas
sob a bainha anterior do musculo reto abdominal. A paciente alcangou independéncia
de insulina exdgena 75 dias apos o transplante e esse controle glicémico estavel foi
mantido por mais de um ano, demonstrando o sucesso do transplante na restauracao
da funcdo enddcrina pancreatica, sem anormalidades relacionadas ao transplante,
como formagéao de tumores ou proliferagao celular descontrolada (WANG et al., 2024).
No presente estudo, apesar do carater pluripotente dos linfocitos B-1, também
optamos pela reprogramacdo metabdlica utilizando estimulos quimicos, que nao
atuam diretamente na transcricdo génica, reduzindo potenciais riscos associados a
insercéo génica e neoplasias.

Seguindo essa linha, pesquisas tém investigado o potencial terapéutico de
células-tronco mesenquimais (CTM), obtidas da medula 6ssea, na reversdo do DM 1
em estagios iniciais. Estudos experimentais demonstram resultados promissores, com
perspectivas de extensdo para modelos de DM 2, conforme proposto por Lu et al.
(2025). Os linfécitos B-1 podem, ainda, atuar como imunomoduladores, fungao ja
demonstrada em diversos estudos envolvendo a rejeicao de transplantes autdlogos
(NOGUEIRA-MARTINS et al., 2010), no diabetes autoimune, promovendo a entrada
de linfécitos T autorreativos no pancreas (RYAN et al., 2010), facilitando infecgdes
bacterianas (RUSSO et al., 2010) ou conferindo resisténcia contra fungos (POPI et al.,
2008; DA COSTA et al., 2016). VOLTARELLI et al. (2009) relataram que pacientes
submetidos a protocolos imunomodulatérios apresentaram significativa reducéo na
necessidade de insulina exdégena, com alguns individuos mantendo-se livres do
hormdnio por periodos entre 6 € 47 meses. Esses dados reforgam a hipotese de que
a imunomodulagdo pode atuar como estratégia auxiliar na regeneragao e protecao

das células B recém-formadas.
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6 CONCLUSAO

Os achados deste estudo indicam que o protocolo de reprogramagao
metabdlica aplicado aos linfocitos B-1 foi eficaz em induzir alteragdes funcionais
relevantes, com impacto tanto sobre o metabolismo glicolitico quanto sobre a
capacidade de producao de insulina. A redug¢ao na captagao de glicose e na expressao
de genes relacionados ao transporte e metabolismo da glicose sugere uma modulagéo
da via glicolitica, enquanto o aumento na expressao de genes associados a sintese
de insulina e a observagao de maior presencga de granulos intracelulares reforgam o
potencial da reprogramagédo em restaurar ou intensificar a fungdo secretora dessas
células.

Esses resultados contribuem para a compreensao do papel imunometabdlico
dos linfocitos B-1 e abrem perspectiva para abordagens terapéuticas alternativas no
contexto do DM 1, especialmente ao se considerar estratégias que integrem
modulagcdo metabdlica e inducdo de plasticidade celular. Estudos futuros, com
aprofundamento em vias metabdlicas complementares e validacéo funcional in vivo,
serao essenciais para consolidar esses achados e ampliar seu potencial de aplicacao

translacional.
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