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RESUMO

ANHE, F. F.Regulacdo do perfil transcricional pelas SMADs1, & 8 em célulag INS1E.
2010. 57 f. Dissertacdo (Mestrado Fisiologia) —tita® de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

BMPs ocupam papel central na diferenciacdo e enesitd celulares. A sinalizagcéo
intracelular das BMPs depende de substratos catdecomo BR-SMADs (SMAD1/5/8).
Em ilhotas pancreéticas de ratas gravidas, ondeeo@amento da massa endocrina e da
sintese e secrecdo de insulina, houve aumento jpieess@&o do receptor BMPR1A. Em
camundongoknockoutpara BMPR1A houve diminuicdo da expressédo de gemmge na
exocitose de granulos de insulina. Tais eventdesssociados a reducdo da atividade das
BR-SMADs. O objetivo deste trabalho foi avaliar, eélulasp INS1E, o perfil de expresséo
génica em larga escala apOs silenciamento das BREBMAs expressdes relativas de
Muncl8a, Muncl8b e Snap23 foram reduzidas quandsildociamento das BR-SMADs
(n=3, p<0,05vs CTL). O silenciamento de SMAD1 (n=3, p<0,8CTL) ou SMAD5 (n=3,
p<0,05vs CTL) acarretaram reducdo do mRNA de Sintaxinachdlli-se que as BR-SMADs
estdo envolvidas na regulacdo da secrecdo denasolodulando proteinas envolvidas na
fus@o de vesiculas contendo granulos de insulmarabrana plasmatica de células INS1E.

Palavras-chave Células cultivadas. Insulina. llhotas de LangashBiabetes mellitus.



ABSTRACT

ANHE, F. F.Regulation of the transcriptional profile by SMADs 1, 5 and 8 in INS1Ep
cells.2010. 57 p. Master thesis (Physiology) — InstitiéoCiéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2010.

BMPs play a determinant role in cell differentiatiand growth. BMP intracellular signaling
involves the substrates know as BR-SMADs (SMADIYSBMMPR1A receptor expression was
upregulated in pancreatic islets from pregnant, ratswich endocrine mass and insulin
secretion are increased. Mice with attenuated BMPBi@inaling inp cells showed decreased
expression of key genes involved in insulin exosio These events are associated with
reduction of BR-SMADs activity. The aim of this vkowas to perform a screening to evaluate
changes in expression profiles after knockdown BFEMADs in INS1Ef cells. Relative
expressions of Muncl8a, Muncl18b and Snap23 weradined after knockdown of the BR-
SMADs (n=3, p<0,0%sCTL). Only SMAD1 (n=3, p<0,08sCTL) and SMAD5 (n=3, p<0,05
vs CTL) silencing caused reduction of Sintaxin 4 egsion. These data point to the
involvement of BR-SMADSs in the regulation of ingubecretion by modulating the expression
of proteins responsible by fusion of insulin-contag granules to the membrane of INS1E
cells.

Key words: Cultured cells. Insulin. Islets of LangerhaDs&abetes mellitus.



1 INTRODUCAO

As proteinas da familia BMPB6Gne Morphogenetic Proteipsconstituem a
subclasse da superfamilia T@RTransforming Growth Factojse ocupam papel central na
diferenciacé@o e crescimento celulares. Os memlesta duperfamilia representam uma série
de proteinas sinalizadoras altamente conservages analogos sdo amplamente distribuidos
em organismos, desderosophila melanogasteaté humanos. As proteinas BMP foram
originalmente caracterizadas por sua habilidadenelmzir formagéo ectépica de osso apds
injecdo subdermal, e sua sinalizagdo parece sdicyparmente importante durante o
desenvolvimento. BMPs e seus receptores sdo erpgress numerosos tipos celulares, em
diferentes estagios do desenvolvimento do embri#oweda adulta (HOGAN, 1996).

As BMPs se ligam a receptores do tipo | e do llipom mesma afinidade. No entanto,
para formar um complexo funcional e iniciar os e@@snposteriores de sinalizagdo, sao
necessarios ambos os tipos de receptores (MASSAGRER). Apos a ligagdo da BMP aos
dois tipos de receptor, o receptor do tipo I, dqam atividade constitutiva seril-treonil
quinase, fosforila e ativa a funcéo seril-treonilngise do receptor do tipo I. O receptor do tipo
[, entdo ativado, inicia a sinalizacdo intracelutasforilando substratos citoplasmaticos
conhecidos como proteinas SMADIdthers Against Decapentaplegic Homaglogpesar da
existéncia de mais de 30 proteinas BMP, foram ifileedos no genoma humano, até o
momento, somente sete isoformas de receptorepald & cinco isoformas de receptores do
tipo Il (MAZERRBOURG et al, 2005). A interacdo entre as BMPs e seus re@ptér
considerada promiscua, na medida em que o numerligales excede o numero de
receptores do tipo | e do tipo Il. Esta caractedstao significa que a ativacao dos receptores
desencadeie acdes indiscriminadas, mas sim uneadgeventos bem controlados, temporal e

espacialmente, para o desenvolvimento e manutethgé&mganismo. As respostas celulares



especificas dependem do conjunto de SMADs recrsifatia seus co-fatores e da interacéo

com outras vias de sinalizacdo (VON BUBNOFF e CR1) (Figura 1).
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Fonte: www.nature.com/nchembio/journal/v4/nl/fig_tab/nchembio0108-15_F1.html modificado por Fernando Forato Anhé, 2010.

Figura 1. Representacdo esquematica da via de sinal izacdo intracelular BMP/SMAD. A proteina
BMP se liga, inicialmente, a um dimero de um receptor do tipo Il, que, entédo ativado, atrai,
fosforila e ativa um dimero de um receptor do tipo |I. O heterotetramero de receptores
ativados atrai e fosforila dimeros de BR-SMAD (SMAD1, SMAD5 ou SMADS); tais dimeros
ativados, aos pares, associam-se a um dimero de Co-SMAD (SMAD4). O complexo BR-
SMAD/Co-SMAD, entdo, transloca-se para o ndcleo, onde, em associagdo com
coativadores transcricionais, regulara a expresséo de genes-alvo.

1.1 A via BMP/SMAD na secregao de insulina

E bem conhecido que os ajustes continuos da secdinsulina depende das
flutuacdes dos niveis de nutrientes circulantesgspecial da glicose. A secrecdo € também
modulada por horménios, neurotransmissores e agér®acoldgicos, o que permite que as
célulasf secretem insulina em quantidade e tempo adequasipsando perfeitamente os

niveis de nutrientes no sangue em diferentes Si@safisioldgicas, tais como jejum, periodo



alimentar, exercicio fisico, gravidez, lactacdogscimento e envelhecimento. Além dos
ajustes responsaveis pela resposta secretora,hamasil também apresentam alteracdes
morfologicas ao longo da vida, uma vez que as &sfupancreaticas mantém sua capacidade

de se replicar no animal adulto (BONNER-WEIR, 199M{ITH et al.,1994).

A gravidez é provavelmente a mais notavel condighio que a adaptacéo
morfofuncional da ilhota pancreatica € consistept@m observada. Em meados do século
passado ja se observava a expansao do volumehdéasildurante a gravidez (HELLMAN,
1960), resultado do aumento da taxa de proliferaigiacélulas (PARSONS; BRELJE;
SORENSON, 1992). Em roedores, o aumento da prati&® ocorre ao redor do décimo dia
de gestacdo, com pico ao redor do décimo quarto(SIBRENSON e BRELJE, 1997),
correspondente na mulher ao final do 2° trimef®®@ém, o aumento da massa enddcrina do
pancreas nao € suficiente para desencadear o gdadniperinsulinemia caracteristico da
gravidez. Em paralelo a proliferacdo, ocorre o enbm da sintese e secrecdo de insulina, esta
ultima decorrente da reducao do limiar de sendduile a glicose (GREEN e TAYLOR, 1972).
As evidéncias acumuladas nos ultimos 30 anos nmosjtee o lactogénio placentario (PL) e a
prolactina (PRL) induzem as alteracdes morfofura®mla ilhota pancreatica observadas na
gravidez, i.e., (1) aumento da atividade mitogéni2areducao da apoptose e (3) aumento da
sensibilidade a glicose. (SORENSON e BRELJE, 199[ELSEN et al, 2001). Essas
alteracbes sdo, em Uultima andlise, o resultado me ajuste complexo da atividade
transcricional das células da ilhota, envolvendmibicdo ou estimulacdo da sintese de

proteinas que medeiam 0s processos intracelulares.

Na tentativa de elucidar os mecanismos responsgedisganho de funcéo induzido
pela PRL, experimentos realizados em nosso lab@agaliaram as alteracdes da expressao
génica em larga escala em ilhotas de ratas trataddtso com PRL (BORDINet al.,2004) e

em ilhotas isoladas no final da gestacdo. Dentrdrarsscritos regulados em ambas as
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condicOes, selecionamos para investigacdo proteat@asionadas a sinalizacdo intracelular,
em especial aqueles cuja funcdo na cdlukinda ndo era bem estabelecida. Os resultados
obtidos até o momento mostraram que o aumento deERNHE et al, 2006) e STAT3
(ANHE et al.,2007) tém participacdo importante na melhora dpasta secretora de insulina
observada na gestacédo. A via das SMADs, uma tareeiregulada pela PRL identificada nos
nossos trabalhos anteriores, ainda néo esté batteazada na célufapancreética.

Um amplo estudo baseado em farmacogendmica identifa proteina BMP-9, uma
proteina expressa predominantemente no figado (S&MG 1995), como um potencial alvo
terapéutico para diabetes mellitugipo Il (CHEN et al, 2003). BMP-9 mostrou-se a mais
potente mimetizadora da acdo da insulina, apresgmteesposta positiva para dois critérios
avaliados: reducdo da expressao da enzima fosfoan@to carboxiquinase (PEPCK) em
hepatocitos e ativacdo da AKT/PKB em miotubos diferados. Além disso, o tratameito
vivo comBMP-9 reduziu a glicemia tanto de ratos normaisitude diabéticos, sendo que tal
habilidade parece estar associada com sua capeadi@afl) aumentar a secrecao de insulina
nas célulag pancreaticas, (ii) regular a sinalizacdo metabditravés da glicogénio sintase
quinase (GSK) no musculo e, (iii) inibir a prodag¢@&patica de glicose (CHEM. al, 2003).

Membros da superfamilia das TGREém sido relacionados ao cancer pancreético,
pancreatite e a diferenciacdo do pancreas exéergrddcrino (BRORSOMt al.,2001). De
fato, ha mutacdes no gene de SMAD4 em cerca dedmeta todos os tipos de canceres
pancreaticos em humanos (HAHNal, 1996). Andlises de expressédo génica mostratem g
SMAD1, SMAD2 e SMAD4 sao expressas em ilhotas paatmas, sendo SMAD1 e SMAD4
predominantemente expressas em cel@a@BBRORSON et al., 2001). Esses resultados
indicam uma participacdo funcional das BMPs na®taé pancreaticas. Ademais, as
expressdes génicas de SMAD1 e SMADS8 revelaramggfisantemente aumentadas em

células AR42J diferenciadas a um fendtipo posipaoa secrecdo de insulina (YE&Y al,



2005). Por fim, camundongos nocauteados no rec&NPR1A de ceélulag pancreaticas
apresentaram diminuicdo na expressao de genes-emxodvidos na expressdo génica de
insulina, processamento da proé-insulina, sensdmikda glicose, sinalizacdo de incretinas e
exocitose de granulos de insulina. Tais event@estsociados a diminuicdo da atividade das
BR-SMADs (GOULLEY et al.,2007). No entanto, a participacdo de cada membfardilia
das BR-SMAD na fisiologia da célufaainda ndo foi estudada.

1.2 Secrecéao de insulina e o complexo SNARE

Em linhas gerais, o processo de exocitose dosilggide insulina contidos nas células
B pancreaticas tem inicio quando os niveis extramaslde glicose aumentam. Através dos
transportadores GLUT2GJucose Transporter )2 localizados na membrana plasmatica das
célulasf3, as moléculas de glicose ganham o citoplasma e agiidamente metabolizadas,
acarretando em aumento da razdo ATP/ADP (MALAISSEENER, 1987). Este ultimo
evento leva ao fechamento de canais de potasssiveenao ATP e, assim, a despolarizacéao
das célulag (COOK e HALES, 1984). Tal despolarizacao leva @raiva de canais de calcio
dependentes de voltagem e, consequentemente, audaecbncentracdo intracelular de calcio
(SATIN e COOK, 1985). Simplificadamente, este Gtliprocesso permite que as vesiculas
contendo insulina se fundam a membrana plasmatisacélulafd por meio de um processo
dependente das proteinas da familia SNAR&uBe N-ethylmaleimide-Sensitive Factor
Attachment Protein ReceptdrRORSMANet al.,2000).

Devido a abundancia e a relativa facilidade deaitad, as vesiculas sinapticas tém
sido uma rica fonte para o estudo das proteina®hedas no processo de exocitose
(SUDHOF, 1995). Porém, as proteinas das familiaSFE SM Sec1/MunclBe Rab Small
GTPase Superfamily-related Proteingom importante participacdo da proteina NSF (
ethylmaleimide-Sensitive Fusion Proteing de suas proteinas adaptadoras, estédo

provavelmente envolvidas em todas as reacdes quiizem a fusdo entre vesicula secretora



e membrana plasmatica, o que implica no fato de giuialmente, todas as proteinas
descritas na exocitose de vesiculas sinapticasétandesempenham funcdes em processos de
exocitose de peptideos endocrinos (GERBER e SUDRQGR).

As principais proteinas que integram a familia SIEA§80: SNAP253ynaptosomal-
associated Protein of 25 kDaSNAP 23 Synaptosomal-associated Protein of 23 kDa
sintaxina 1, sintaxina 2, sintaxina 3, sintaxinaVAAMP1 (Vesicle-associated membrane
protein ) e VAMP2 (Vesicle-associated membrane protein. Hstas duas ultimas,
respectivamente, sdo também denominadas sinapitdoréve sinaptobrevina 2. Ademais,
SNAP25, SNAP23 e sintaxinas localizam-se predontdémaente na membrana plasmatica,
sendo conhecidas como t-SNAREar§et SNARE), enquanto VAMP1 e VAMP2 sao
encontradas, exclusivamente, na membrana vesicsé@do conhecidas como v-SNARE
(vesicular SNARE) (GERBER e SUDHOF, 2002). As proteinas da ilfamSNARE
conservam entre si uma sequéncia de aproximadaré@ntesiduos conhecida como motivo
SNARE. Usualmente exibem dominios transmembranaN & sintaxinas) ou, do contrario,
associam-se as membranas através de residuosmtjpajue se ligam a quatro residuos de
cisteina (SNAP25 e SNAP23) (SUTTO#& al, 1998; HODEL, 1998). Tais proteinas
dispdem-se em membranas opostas e, através doomBINARE, ligam-se umas as outras
para formarem um complexo extremamente estavel ndi@ado complexo nuclear (ou
complexo SNARE), processo imprescindivel a fuséoeevesicula e membrana plasmatica
(GERBER e SUDHOF, 2002).

Apés a descricdo das proteinas do complexo SNARBQU-se evidente a necessidade
de proteinas acessérias para a correta formacde casplexo. Dentre essas proteinas, as
primeiras que se destacaram foram as da familiasébtetudo Munc18a, Muncl18b e, mais
recentemente, Muncl8c (FERRO-NOVICK e JAHN, 199ATA et al.,1993). Muncl8a e

Muncl8b ligam-se a sintaxina 1 e a sintaxina 3,uantp somente Muncl8c liga-se a



sintaxina 4 (GARCIAet al.,1995; TELLAM et al.,1997). Em resumo, as proteinas Munc se
ligam as sintaxinas e as inativam, impossibilitasda interacdo com as demais proteinas do
complexo SNARE (WANG e THURMOND, 2009). Recenteneefdi demonstrado que
ilhotas pancreaticas em cultura tratadas com pgm&dém aumento da fosforilagdo em
residuos de serina de Snap25, sintaxinal e Munat&retando maior formacédo de
complexos SNARE em relacdo a ilhotas controle (CBNet al, 2006). O mecanismo

intracelular responsavel por este efeito aindafodeucidado (Figura 2).
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Fonte: www.landesbioscience.com/curie/tddp760/ modificado por Fernando Forato Anhé, 2010

Figura 2. Representacdo esquematica da sinalizagao intracelular envolvida na exocitose de
vesiculas contendo granulos de insulina. Sintaxina, quando ndo associada a Munc18,
interage com Snap. Sintaxina e Snap, ambas na membrana plasmatica (target-SNARE),
constituem sitios de ancoragem para vesiculas contendo VAMP-2 (vesicle-SNARE). Da
ligagdo de VAMP2 a Sintaxina/Snap forma-se o complexo SNARE, necessario para que as
vesiculas se fundam a membrana plasmatica (MP).
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6 CONCLUSOES

O silenciamento das BR-SMADs alterou a expressadiviesos genes em celul@s
INS1E, conferindo diversas possibilidades de emtemdto do papel das BR-SMADs na
fisiologia da célulg3. A analise mais criteriosa dos resultados aceasapdoteinas Snap25,
Snap23, Sintaxina 4, Muncl8a e Muncl8b nos perauteluir que as BR-SMADs estao
envolvidas na regulacédo da secrecao de insulingéstida modulacao de proteinas envolvidas
na fusédo das vesiculas contendo granulos de iasailmembrana plasmatica. As BR-SMADs
regulam as proteinas SNARE e SM de maneira especi8MAD1 esta envolvida na
regulacdo de Snap23, Sintaxina 4, Muncl18a e Mun@&BIADS e SMADS estéao envolvidas
na regulacdo de Snap25, Snap23, Sintaxina 4, Manel®&luncl8b, ficando evidente,
portanto, a participacdo das BR-SMADs nos mecarssieofusdo de vesiculas a membrana
plasmatica. Existe, porém, a necessidade de magarecimentos acerca da dinamica de
interacOes entre proteinas da via das SMADs e ataflidis SNARE e SM, a fim de tornar
mais claro o papel especifico de cada membro daSMRDs na regulacdo de proteinas

envolvidas no processo de fusédo de vesiculas.
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