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RESUMO

MARSIGLIO-LIBRAIS, G. N. Participacdo do GPR40 na ativacdo da enzima
NADPH oxidase na linhagem celular BRIN-BD11.2014. 72 f. Tese (Doutorado em
Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo.

Linhagens secretoras de insulina, tal como a BRIN-BD11, s&o utilizadas como
ferramenta para o estudo do mecanismo de secrecdo de insulina estimulado pela
glicose (GSIS). Essas células expressam o receptor GPR40, que quando ativado
por acidos graxos, potencializam a GSIS. Considerando que as espécies reativas de
oxigénio (EROs) podem estar relacionadas com a secrecao de insulina mediada por
acidos graxos, este estudo tem como foco avaliar se ha envolvimento do GPR40 na
GSIS e na producdo de EROs, via NADPH oxidase, em células BRIN-DB11. Para
ativacdo do receptor GPR40 foi utilizado o agonista farmacol6gico GW9508. A
presenca da enzima NADPH oxidase nas células BRIN-BD11 foi investigada via
Western Blotting e PCR em tempo real das subunidades p22°", gp91P"** p67°">,
p40P"% e p47P" A secrecdo de insulina e o contelido de superéxido (CS) foram
analisados em resposta a concentracdes crescentes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1;
16,7 e 20,0 mM) na presenca ou auséncia de GW9508 (20 uM). Como forma de
aferir a ativacdo da enzima NADPH oxidase com estimulo de GW9508, a
translocacdo da subunidade p47°" e p40°" do citoplasma para a membrana
plasmética, foram avaliadas por Western Blotting apds fracionamento celular.
Adicionalmente, o envolvimento da NADPH oxidase no CS induzido pelo GW9508
(20 uM) foi analisado apOs inibicdo da enzima NADPH oxidase pelo farmaco
VAS2870 (12 uM) ou pela técnica de interferéncia por RNA (RNAI), utilizando RNAI
para a subunidade p22°" da NADPH oxidase (RNAi-p22°"). As células BRIN-
BD11 expressam a enzima NADPH oxidase. O aumento da concentragéo de glicose
paralela com aumento substancial da secrecdo de insulina, causa reducdo no CS
dessas células. Entretanto, a presenca do GW9508 potencializa a secrecdo de
insulina em altas concentracfes de glicose (16,7 mM e 20,0 mM) em torno de 41%
e 43%, respectivamente, juntamente com aumento no CS. Esse aumento do CS
causado por estimulacdo com GW9508 foi paralelo com aumento da translocacéo
da subunidade p47°"* do plasma para a membrana. Com a inibicdo da NADPH
oxidase o efeito do GW9508 ndo ocorreu, sugerindo que ha uma correlacdo entre a
ativacdo do GPR40 e a atividade da NADPH oxidase nas células secretoras de
insulina BRIN-BD11.0s dados confirmam um efeito positivo do GPR40/120 na
secrecdo de insulina estimulada pela glicose. Adicionalmente, o GW9508 ativa a
NADPH oxidase resultando em um aumento do conteudo de superéxido nas células
BRIN-BD11.

Palavras-chave: BRIN-BD11. GPR40. NADPH oxidase.



ABSTRACT

MARSIGLIO-LIBRAIS, G. N. Participation of GPR-40 receptor in the NADPH
oxidase activation in BRIN-BD11 cell line. 2014. 72 p. Ph. D. thesis (Human
Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2014.

Insulin secreting cell lines such as BRIN-BD11 are currently used to study the
mechanisms of glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). BRIN-BD11 cells
express the GPR-40 receptor, which is activated by fatty acids and potentiates
GSIS. Considering that reactive oxygen species is a signal that modulates insulin
secretion induced by fatty acids, this study aimed to investigate the involvement of
GPR-40 in ROS production, via NADPH oxidase, and in GSIS in BRIN-BD11
cells.To specifically activate the GPR-40 receptor its pharmacological agonist,
GW9508, was used. Gene and protein expression of NADPH oxidase subunits
(p22°P"°% gp91P"X p67P"°% pa0PM* e p47P"*) were investigated by Western Blotting
and gPCR. Insulin secretion and superoxide production were analyzed in response
to increasing glucose concentrations, at the absence or the presence of GW9508
(20 uM). To confirm the activation of NADPH oxidase by GW9508 (20 uM), the
translocation of p47°"* and p40P"* subunits to the plasma membrane was analyzed
by western blotting after cell fractioning. Additionally, the involvement of NADPH
oxidase on superoxide production induced by GW9508 (20 uM) was also evaluated
usin% a small interference RNA against the NADPH oxidase subunit p22°" (siRNA-
p22P") or using the NADPH oxidase pharmacological inhibitor, VAS2870 (12 uM).
BRIN-BD11 cells express all the NADPH oxidase subunits. Interestingly, increasing
glucose concentrations paralleled to a substantial stimulation in insulin secretion
caused a reduction in the BRIN-BD11 superoxide content. However, the presence of
GW9508 potentiated the insulin secretion at high glucose concentrations (16.7 mM
and 20.0 mM) by 41% and 43%, respectively, together with an increased effect on
superoxide content. This increase in superoxide content caused by GW9508 was
paralleled by an increase in the translocation of p47°"* subunit to the plasma
membrane. Moreover, the inhibition of NADPH oxidase abolished the GW9508
effect, showing a correlation between the activation of GPR40 receptor and the
NADPH oxidase activity on BRIN-BD11 insulin secreting cells. Our results show a
positive effect of the GPR40/120 activation in glucose-stimulated insulin secretion.
Additionally, GW9508 activates NADPH oxidase resulting in an increase in the
superoxide content in BRIN-BD11 cells.

Keywords: BRIN-BD11. GPR-40. NADPH oxidase.
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1 INTRODUCAO

1.1 Pancreas endoécrino

O péancreas é um 0Orgao anficrino por possuir combinacdo de estruturas
enddcrinas e exocrinas. O tecido pancreatico exdcrino é constituido por células
acinares e a secrecao enddcrina é realizada pelas ilhotas pancreaticas, que estao
dispersas entre os acinos (1).

As ilhotas pancreaticas sdo formadas por diferentes tipos celulares: (1) as
células A ou a, compdem aproximadamente 26% das células da ilhota e sao
responsaveis pela sintese e secre¢ao do hormédnio glucagon; (1) as células B ou 3,
compdem aproximadamente 64% das células da ilhota e sdo responsaveis pela
sintese e secrec¢do do hormoénio insulina; (Ill) as células D ou , compdem em torno
de 8% das células da ilhota e sdo produtoras de somatostatina; e (IV) as células F
ou PP, ocupam em torno de 0,3% da ilhota e sdo produtoras de polipeptidio
pancreatico (1). Entre os diferentes tipos celulares encontrados na ilhota, existe uma
estreita relagcdo por meio de comunicagdo paracrina que permite interferir na
secrecao hormonal das células adjacentes. Assim o que € produzido a partir de um
determinado tipo celular tem efeitos sobre os outros tipos de células da ilhota.
Podemos citar como exemplo, a somatostatina inibindo a secrecdo de insulina,
enguanto a insulina e a somatostatina inibem a secrecao do glucagon (2).

A localizacdo estratégica das ilhotas no 6rgdo permite que os hormdnios
secretados sejam lancados diretamente na veia porta-hepéatica favorecendo o
controle direto da funcéo hepatica (3). Acredita-se que poderia ter havido um sistema
vascular que permitisse a nutricdo dos acinos por horménios enddcrinos e que isso
pode ter sido importante em algum estagio evolutivo o que explicaria a localizacéo
das ilhotas entre os I6bulos acinares (4). As ilhotas sdo ricamente vascularizadas por
fluxo sanguineo arteriolar. Estudos realizados na década de 80 com microesferas
mostraram que as ilhotas representam 1% da massa do péancreas de coelhos e
recebem pelo menos 10% do fluxo sanguineo pancreatico (3, 5). Pequenas
arteriolas vascularizam o centro da ilhota atraves de descontinuidades ou poros do

tecido endotelial, em seguida, convergem em uma rede de capilares fenestrados que
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se aglutinam em vénulas coletoras antes ou depois de sair da ilhota (6). Este arranjo
cria um sistema capaz de transportar altas concentracbes de hormoénios (3). Em
seres humanos, as ilhotas de Langherans, tomadas em conjunto, ocupam de dois a
trés por cento do pancreas, a quantidade € em torno de um milhdo de ilhotas, porém
0 numero total de ilhotas depende da idade, tamanho do pancreas, indice de massa
corporal e outras condi¢cdes como por exemplo a gravidez (7). Cada ilhota apresenta
em torno de 2500 células, no entanto, algumas podem conter apenas poucas
células, enquanto outras podem conter até 12 mil células (3). O didmetro de uma
ilhota pode variar de 50 — 250 um (8), porém a maioria presente no pancreas esta
entre 50 — 100 um (9).

A insulina foi descoberta em 1921, e a partir dai até 1960, pacientes
diabéticos do Tipo | tiveram aumento da expectativa de vida e pesquisadores e
meédicos passaram a melhor identificar as sindromes decorrentes de complicacbes
do diabetes, havendo significante melhoria do tratamento dessas complicacdes (10).

Por ser um hormonio peptidico, a insulina produz seus efeitos por ligar-se aos
receptores de insulina (IR) na membrana plasméatica das células-alvo,
desencadeando a ativacdo de vias de transducdo de sinais intracelulares (11).
Praticamente todos os tecidos de vertebrados possuem receptores para 0 hormonio
insulina, mas o que caracteriza um 6rgdo possuir maior ou menor sensibilidade ao
hormbnio é a quantidade de receptores presentes na membrana de suas células.
Assim, os eritrocitos possuem algumas dezenas de receptores enquanto que
adipécitos, hepatdcitos e células musculares apresentam milhares destes e, dessa
forma, sdo mais sensiveis as a¢des da insulina (14).

O receptor de insulina faz parte da familia de receptores tirosina quinase.
Trata-se de uma glicoproteina heterotetramérica (ayB2), composta de duas
subunidades a e duas B unidas por duas pontes dissulfeto. As subunidades a sao
extracelulares e contém sitios de ligagdo para a insulina, e as subunidades 3,
transmembranas, sdo enzimas alostéricas que possui atividade tirosina quinase em
seu dominio citosolico (11, 12). Apés a ligacao da insulina no sitio das subunidades
a, ocorre uma dimerizagao do receptor para formar o complexo a3, 0 que leva ao
primeiro passo da ativacao do receptor, que € a trans-autofosforilacdo dos residuos

1158 1162 1163

de tirosina Tyr—", Tyr e Tyr localizados na porcao citoplasmatica das

subunidades B (12, 13). Esses pontos fosforilados atuam como ponto de ancoragem
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para outros substratos, como a classe de moléculas chamadas de substratos do
receptor de insulina (IRS), a partir de entéo o sinal é propagado, dando continuidade

ao mecanismo de transducao de sinal da insulina (11).

1.2 Mecanismo de secrecao de insulina

Na célula B pancreética a insulina é sintetizada na forma de uma Unica cadeia
polipeptidica inativa chamada de pré-pré-insulina. Essa cadeia possui em sua
porcado N-terminal uma sequéncia de sinalizacdo que quando clivada por proteases,
da a conformacdo molecular da pré-insulina com a formacdo de duas pontes de
dissulfeto. Esta ultima é, entdo, direcionada ao complexo de Golgi onde é
armazenada em vesiculas. Dentro das vesiculas a pré-insulina sofre acédo de
enzimas pré-hormdnio convertases 1, 2 e 3 que causam a hidrélise de duas ligacbes
peptidicas, dando origem ao peptideo C e a conformacdo molecular final da insulina:
duas cadeias polipeptidicas unidas por 2 pontes dissulfeto, com um total de 51
residuos de aminoacidos (21 na cadeia A e 30 na cadeia B) e peso molecular de
5.733Da (14). As vesiculas migram para as proximidades da membrana plasmatica

e, dependendo do estimulo, a insulina é secretada pelo processo de exocitose.

A secrecdo de insulina pelas células B pancredticas é modulada por
horménios peptidicos, neurotransmissores e uma variedade de nutrientes (15).
Durante o processo de absorcédo intestinal dos nutrientes, alguns hormdnios
secretados pelo epitélio intestinal como GIP (glucose insulinotropc peptide),
colecistocinina (16) e GLP-1 (glucagon like peptide-1) (17) potencializam a secrecéo
de insulina. Entretanto, os nutrientes necessitam ser metabolizados no interior das
células B pancredticas para ativarem o0 mecanismo de secrecdo. Dentre os
nutrientes metabolizaveis pela célula B estdo os aminoacidos, acidos graxos e

glicose, sendo este ultimo o principal secretagogo do horménio (18-20).

A glicose é transportada para o interior da célula B por difusdo facilitada via
Transportador de Glicose do Tipo 2 (GLUT-2) e, uma vez no interior das células B, é
fosforilada a glicose-6-fosfato principalmente pela enzima glicoquinase (19),
tornando-se impermeavel a membrana plasméatica. A glicoquinase é uma enzima

presente em células hepaticas e pancreaticas que possui alta especificidade para a
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molécula de glicose e funciona como reguladora do fluxo glicolitico, exercendo papel
regulador da concentracdo de glicose no interior das células B. Na célula B, a maior
parte das moléculas de glicose-6-fosfato € destinada a glicélise, levando a formacao
de piruvato que, por sua vez, é transportado para a mitocondria, onde é convertido
em acetil-CoA pela enzima piruvato desidrogenase. As moléculas de acetil-CoA
geradas na glicélise sdo metabolizadas no ciclo de Krebs, promovendo aumento de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADH,)
em suas formas reduzidas. Essas moléculas sdo ricas em energia por carregarem
elétrons com alto potencial de transferéncia e, durante a fosforilacdo oxidativa,
liberam grande quantidade de energia utilizada na geracédo de ATP. Assim, a relacao
ATP/ADP aumenta no citosol das células B (19) levando ao fechamento dos canais
para potassio sensiveis ao ATP (Karp) com subsequentemente despolarizacado da
membrana plasmatica e abertura de canais para calcio sensiveis a voltagem
(CCSV). O aumento do influxo de calcio para a célula B desencadeia o processo de
exocitose dos granulos que contém insulina e gera uma despolarizacdo suplementar

da membrana plasmética (21).

Embora a glicose seja o principal estimulo para a secre¢éo de insulina pelas
células B das ilhotas pancreéticas (22-24), os acidos graxos livres (AGL) também
séo capazes de modular a secre¢do de insulina na presenca de glicose (25-28).
Classicamente, se conceitua que os AGL modulam o processo de secrecdo de
insulina por meio de sua conversdo em acil-coenzima A (acil-CoA) pela enzima acil-
CoA sintetase. Em condicfes basais de glicose, a molécula de acil-CoA de cadeia
longa (LC-CoA) é beta oxidada na mitocondria promovendo reposi¢cdo de moléculas
intermediarias ao ciclo de Krebs levando ao aumento da razdo ATP/ADP. No
entanto, na presenca de elevadas concentragcdes de glicose, o metabolismo dos
AGL pode resultar no aumento de citrato e consequente acumulo de malonil-CoA,
gue por sua vez inibe a enzima carnitina pamitil transferase | (CPT-1), responsavel
por transportar a LC-CoA através da membrana mitocondrial externa iniciando o
primeiro passo para beta-oxidag&o. A inibicdo do processo de metabolizacdo dos
AGL proporciona aumento na concentragdo de LC-CoA citoplasmatico, que
agudamente, potencializa a secrecdo de insulina induzida pela glicose por se
complexar aos a-glicerofosfatos, formando moléculas de DAG, que ativam a PKC,

gue por sua vez estao envolvidos na extrusédo dos granulos de insulina (29, 30).
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1.3 Proteina de membrana GPR40

Além de sua metabolizacdo, os acidos graxos podem funcionar como
sinalizadores extracelulares por se ligarem a receptores de membranas acoplados a
proteinas G (31, 32). Dentre eles, o0 GPR40 que possui como principais ligantes o
acido linoleico e o acido oleico (33), € expresso principalmente por células B e
linhagens celulares secretoras de insulina. E ativado por acidos graxos de cadeia
média e longa (34) podendo, estes ultimos, serem saturados ou insaturados (26, 31,
35).

O &cido oleico, em ativando o GPR40 provoca aumento do influxo de calcio
na presenca de concentracdes mais elevadas de glicose (8,3 e 11,1 mM). Em baixas
concentracdes de glicose (5,6 mM), ndo é observado esse efeito, sugerindo que no
jejum, quando a concentracdo de AGL circulante estid alta e a concentracdo de
glicose esta baixa, os acidos graxos ndo aumentam a secrecdo de insulina o que
levaria a hipoglicemia (33). Em células INS-1E a inibicdo do GPR40 resultou em uma
diminuicdo na capacidade do &cido palmitico em aumentar a concentracéo do calcio
intracelular [Ca®']; e diminuiu a potencializacdo da secrecdo de insulina (34). Em
células MING essa supresséao eliminou o aumento da secrecéo estimulada pelo acido
linoleico e y-linolénico (35). Em células MING, o acido linoleico aumenta a secrecao
de insulina estimulada pela glicose e 0 GW1100, antagonista seletivo para GPR40,

inibe apenas parcialmente a secrecao estimulada por esse acido graxo (36).

A ligacdo do acido graxo ao GPR40 ativa a proteina G heterotrimérica, que
conttm a subunidade a da familia Gq (Gq), que leva a ativacdo da
fosfolipase C (PLC) (37-39). A ativacdo da PLC induz a hidrélise do fosfatidilinositol
4,5-bifosfato dando origem ao DAG e IP; que levam, respectivamente, a ativacao da
PKC e a mobilizagéo do célcio do reticulo endoplasmético (RE) (40). No entanto, a
ativacdo de PKC e a mobilizacéo do célcio do RE como sendo as principais rotas de
sinalizacdo do GPR40, sdo controversas. Ha dados na literatura mostrando que o
acido oleico aumenta a producéo de inositol fosfato (IP) intracelular (metabdlito de
IP3) de forma dependente da concentracdo do &cido graxo (41), porém outros
estudos apontam que ativacdo do GPR40 e, consequentemente, a via Gqq-PLC, por

2+]i

esse acido graxo, esta relacionado com a principal fonte de aumento da [Ca“']; por
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ativacdo dos canais de Ca®* do tipo-L da membrana plasmatica das células B
isoladas (33).

Estudos em cardiomidcitos apontam que o DAG, em resposta a estimulacéo,
de Ggqg11, liga-se ao dominio C1 da PKD1 gerando uma sequéncia de fosforila¢cdes
da molécula de PKD1 promovendo a ativacdo da quinase catalitica, bem como a sua
translocacdo para a membrana plasmatica (42). Essa descoberta intrigou
pesquisadores que passaram a investigar a sinalizacdo em resposta a estimulagéo
do GPR40 em células secretoras de insulina. Os resultados obtidos sugeriram que o
DAG, ativado em resposta a estimulagdo do GPR40 pelo oleato, ativa a quinase
proteica dependente de Ca**, da classe calmodulina, a PKD1 e ndo uma quinase
proteica da classe da PKC. Sendo assim, em camundongos, a PDK1 parece estar
envolvida na remodelacdo das proteinas F-actina para extrusdo dos granulos de

insulina, na segunda fase da secrec¢do desse hormonio (43).

Esses achados sugerem que o GPR40 medeie alguns dos efeitos dos acidos
graxos livres (AGL) no processo de secrecao de insulina embora os mecanismos
envolvidos ndo estejam totalmente esclarecidos. Elucidar o papel do GPR40 na
secrecdo de insulina apenas com acidos graxos é complexo, visto que s&o
metabolizados intracelularmente (21, 29), o que exclui a possibilidade de agirem
unicamente como moléculas sinalizadoras extracelulares. Além disso, ha indicios de
que alguns &cidos graxos possam ativar receptores nucleares como receptores
ativados por proliferador de peroxissomo a (44), participando de outras vias de
sinalizacdo. Nesse contexto, varios pesquisadores estudam moléculas que atuem
exclusivamente como sinalizadores extracelulares capazes de agirem como
secretagogos por ativacdo exclusiva do GPR40. Com esse objetivo, um grande
namero de agonistas sintéticos do GPR40 foi proposto nos ultimos seis anos (41, 45-

52).

Com a finalidade de estudar o efeito agonista dessas moléculas,
Lu e colaboradores (53) avaliaram o encaixe e dinamica molecular de oito agonistas
do GPR40. Esse estudo identificou os residuos de aminoacidos criticos do GPR40
gue estdo envolvidos no reconhecimento pelos agonistas. De acordo com esses
pesquisadores, agonistas que possuem acido carboxilico em sua estrutura, como

GW9508, possuem o sitio ligante do carboxilato interagindo diretamente com dois
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residuos de aminoacidos carregados positivamente (Argl83 e Arg258) presentes no
receptor GPR40. Por outro lado, para agonistas n&o-carboxilicos o grupo
eletronegativo desses ligantes (por exemplo, grupo carbonil) estd envolvido na
interacdo com a Argl83 ou com Arg258, sendo assim, em contraste com o0s
agonistas carboxilicos, essa interacdo eletrostatica € mais fraca e por isso, a
atividade agonista dos carboxilicos € muito maior do que a dos agonistas nao-

carboxilicos.

O GW9508 (Figura 1) é um agonista do GPR40 que foi originado do &cido
propandico (45, 46). Sua estrutura quimica é composta por caracteristicas
farmacoldgicas que preenchem os requisitos para uma interacéo efetiva do GW9508
com o sitio ativo do GPR40 (54). Em estudo farmacolégico do GW9508, a
capacidade de ativacdo do GPR40 pelo GW9508 é potencialmente maior do que o
observado para os acidos graxos de cadeia longa, incluindo o acido linoleico, acido
a-linolénico, acido palmitoleico e cis-5,8,11,14,17-4cido eicosapentaenoico (36).
Outro agonista do GPR40, o TAK-875, também apresentou potencial mais elevado
do que ativadores enddgenos e mostrou ser 400 vezes mais potente do que o acido
oleico na ativacdo do GPR40 em células Chinese hamster ovary (CHO-hGPR40),
células que expressam o GPR40/FFA1 humano. Esse agonista apresentou

ECs0= 0,072 uM, enquanto que o &acido oleico apresentou ECso = 29,9 uM (41).

O
OH

O

Ir=

GW9508

Figura 1. Estrutura quimica do GW9508, agonista do receptor de membrana GPR40.
FONTE: Briscoe e colaboradores (36)
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Estudos sobre os efeitos fisioldgicos dos agonistas seletivos do GPR40
tentam elucidar o mecanismo da via de sinalizacdo intracelular induzida pelo
farmaco. Com esse objetivo, Briscoe e colaboradores (36) mostraram
potencializacdo no aumento do Ca®' intracelular estimulada pelo GW9508
dependente da concentracdo de glicose em células secretoras de insulina MING.
Outros estudos mostraram que a ativacdo do GPR40 por acidos graxos resulta em
aumento da [Ca®"]; mediado pela Gagn1 (33) e a dependéncia da presenca de alta
concentracéo de glicose para a ocorréncias da resposta ao GW9508 (36).

1.4 Linhagem celular BRIN-BD11

A linhagem BRIN-BD11 foi desenvolvida, no hospital New England
Deaconess, por eletrofusdo de célula RINm5F, uma célula ndo responsiva a glicose,
com célula B de ilhota de rato, na intencdo de criar uma célula que fosse
imortalizada e que apresentasse a funcdo secretéria (55). As células BRIN-BD11
apresentam sensibilidade a glicose com desempenho secretor de insulina
comparaveis as ilhotas de ratos e linhagens celulares como a INS-1 e MIN6 (56).
Sao estaveis em cultura por até 50 passagens (55) e responsivas a uma ampla
gama de secretagogos como aminoacidos (55, 57, 58), horménios,
neurotransmissores, sulfonilureias, e outras drogas (59, 60). Adicionalmente, as
células BRIN-BD11 expressam o GPP40 (Figura 2) e sendo excelente ferramenta

para estudo desse receptor de membrana e a NADPH oxidase.

kDa

- -
GPR-40 —» .

(31kDa) BRIN-BD11 Ilhota

1.254

0.75+

GPR40/HPRT

0.00025+

0.00000+

llhota BRIN-BD11

Figura 2. Expressao proteica e génica do GPR40 em células BRIN-BD11.
Em (A) esta representado uma ilustracdo de Western Blotting e em (B) esta representado o

resultado da andlise de expressdo génica, realizados em células BRIN-BD11 e ilhotas
pancreaticas, mostrando que essas células expressam e traduzem a proteina GPRA40.
Imagem gentilmente cedida por Eloisa Villas Boas.
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1.5 Enzima Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidase (NADPH
oxidase)

Dentre as enzimas produtoras de espécies reativas de oxigénio (EROs) estao
as xantinas oxidases (61), as peroxidases lipidicas (62), o citocromo P450 (63), as
isoformas de 6xido nitrico sintase (64) e a NADPH oxidase (65). A NADPH oxidase é
um complexo multiproteico encontrado em diversas células de origem mesodermal,
possuindo como substrato o NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e
€ uma das principais fontes de radical superoxido (O,") em neutréfilos (65). Essa
enzima inicialmente descrita em células fagocitarias do sistema imunologico (66) é
também expressa em varios outros tecidos, inclusive em células secretoras de
insulina (67, 68)

Em células fagocitarias em repouso, a NADPH oxidase é formada por duas
subunidades associadas & membrana a gp91P" (ou NOX2) e a p22°" (“phox” vem
de phagocyte oxidase), e pelas subunidades citosélicas regulatérias a p67°"%, a
p40P"* e a p47P"* (69-71). A proteina p22°" é considerada essencial para a
estruturacdo e ativacdo da NADPH oxidase (72), pois em juncdo com a gp91P"™
forma a proteina heterodimérica ligada a membrana referida como flavocitocromo
b558 (65, 73, 74) sendo esse 0 centro redox da NADPH oxidase (73). Entretanto,
para que a enzima seja ativada faz-se necesséria a translocacdo dos fatores

citosolicos ao complexo flavocitocromo b558.

Quando a célula é exposta a metabdlitos que estimulam a atividade da
enzima NADPH oxidase, como a glicose, ocorre a fosforilagdo em serina e em

treonina do componente p47°"

e isso faz com que todo o complexo citosélico
(p67°"%, p40P"™ e p40P"®) migre para a membrana e ligue-se ao complexo de
membrana da NADPH oxidase (75-77). Sabe-se que em células fagocitarias em
repouso, a proteina p47°"°* esta inteiramente livre do citoesqueleto, enquanto que a
maioria das proteinas p67°"% estad associada ao citoesqueleto do citosol (78).
Enquanto em repouso, a proteina p40°"* esta fortemente acoplada a p67°"%* (79) e,
durante a ativacdo da enzima, essas subunidades migram para a membrana para
em seguida se dissociarem (80, 81). A subunidade p47°"* é responsavel por

reorganizar as subunidades citosélicas (p67°"° e p40°"*) promovendo a migracdo
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das mesmas para a membrana (82, 83). A fosforilacdo da p47°"* leva a uma
mudanca conformacional dessa enzima, permitindo que o seu dominio SH3 interaja
com a p22°"° em sua porcdo aminoterminal, enquanto que a porcado carboxiterminal
esta associada com a p67°"% (84). A associacdo entre o complexo citoplasmatico e
citocromo b558 ativa a NADPH oxidase e leva a grande producdo de anion

superoéxido (85).

Diversas pesquisas tém sido realizadas na tentativa de relacionar a
participacdo de quinases proteicas na ativagdo do complexo enziméatico NADPH
oxidase. Acredita-se que a PKC tenha papel importante na via de sinalizacéo para a
ativacdo da enzima por provocar a fosforilagdo em serina da subunidade p47°"* (75-
77, 86, 87). Pesquisas realizadas com neutréfilos de camundongo knockout para
PKCB mostrou a participacdo dessa quinase na ativacdo da NADPH oxidase.
Porém, ha indicios de haver um componente independente de PKC[B envolvido
nessa ativacdo (88). Esse componente poderia ser a PKD que promove a
fosforilacdo da subunidade p40°" e p47°"* sugerindo que a ativacdo paralela
dessa proteina quinase pode ser necessaria para a ativacdo completa da oxidase
(89).

1.5.1 Espécies reativas de oxigénio

As subunidades da NADPH oxidase leucocitaria atuam como cadeias de
transporte de elétrons e utilizam o oxigénio molecular (O;) como aceptor final de
elétrons. O aumento transitério do consumo de oxigénio por essas células devido a
atuacdo da enzima NADPH oxidase é um fendbmeno denominado de burst
respiratério. Através da reducdo da molécula de oxigénio, a enzima catalisa a
producdo de anions superdxido (O,") e utiliza, preferencialmente, como doador de
elétrons a molécula de NADPH. Os radicais superoxido sdo convertidos em peroxido
de hidrogénio (H.O,) em reacédo espontanea ou em reacao de dismutacao catalisada
pela superéxido dismutase (SOD). A interagdo entre H,O, e O," conduz a formacgao
do radical hidroxila OH®, que juntamente com o O," e 0 H,O; contribuirdo para a

eliminacao de bactérias e de outros agentes invasores (65, 71, 90).
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Estudos sugerem que a producéo excessiva de EROs é prejudicial, porém, os
radicais superoxido possuem papel essencial em vias de sinalizacdo importantes
para o funcionamento celular adequado (91). Oxidantes como o O,* e 0 H,O,, em
condicbes n&o toxicas, podem agir como moléculas sinalizadoras devido a
capacidade de alterar o estado de fosforilagdo de proteinas, expressdo génica e

sinalizacdo dependente de calcio (92).

Pesquisas demonstraram que as mitogen activated protein quinases (MAPK)
sao ativadas pelo H,O, modulando a expressédo de diversos genes (93). A via de
transmissdo de sinais e de ativagao da transcricao da janus quinase (JAK/STAT)
também € ativada pelo H,O, (94), sugerindo que o H,;O, pode participar da
transmissdo de mensagens para o nucleo através dessa via (93). Além de interferir
na ativacdo de moléculas envolvidas na sinalizacdo intracelular, as EROs podem
ainda afetar o fator de transcricdo AP-1 (ativador da proteina-1), um complexo
composto por genes c-jun e c-fos. O AP-1 pode ser formado pela homodimerizagao
JUN/JUN ou pela heterodimerizacdo JUN/FOS e, é responsavel pelo controle da
expressdo de muitos genes incluindo TGF-1B3 e citocinas. A atividade do AP-1 é
controlada por mecanismos transcricionais pds-transcricionais e pos-transducionais.
O H,0; causa ligeiro aumento da ligacdo do AP-1 ao DNA, independente da sintese
de novas proteinas, indicando que a ativacdo € resultado de modificacbes pos-
transducionais nas proteinas JUN e FOS. Essas alteracbes sdo consequéncias de

alteracdes na fosforilacdo padréo das subunidades de AP-1(95).

As EROs também modulam a concentracdo de calcio intracelular por
provocarem um influxo desses ions por meio da producdo de inositol fosfatos. O
H,O, induz a fosforilagdo em tirosina da fosfolipase Cy (PLCy), que produz
inositol 1,4,5 - trifosfato (IP3;) e esse liga-se ao receptor IPy/Ca**, no reticulo

1], (96). O aumento da concentracéo da [Ca*] é a

endoplasmatico, elevando a [Ca
somatéria ao influxo do Ca®' extracelular com o remanejamento do Ca®** dos

estoques intracelulares (97).

Estudos demonstraram que, nas ceélulas B, o H,O, aumenta a concentracao
da [Ca?']; através do aumento da liberacdo do Ca’" dos estoques intracelulares e
pelo aumento do influxo do Ca®* através da membrana plasmatica por meio ao canal

de Ca®" tipo L (98). Assim, nas células secretoras de insulina, a manutencdo de uma
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concentracdo basal de H,O, pode ser necesséaria para a resposta secretoria de
insulina induzida pela glicose, o que ndo aconteceria quando a NADPH oxidase,
enzima responsavel por grande parte da producdo EROs nas ilhotas pancreéticas,
esta inibida.

1.6 Proteinas quinases

As quinases proteicas C (PKC) foram identificadas pela primeira vez como
guinase proteica em serina/treonina, pertencentes a uma familia de quinases
proteicas que participam na transducédo intracelular de um grande nimero de sinais
extracelulares (99) que envolvem a sinalizagdo de diversos eventos como
proliferacdo celular, apoptose, contracdo de células musculares lisas e secre¢des
celulares (100, 101).

As isoformas das PKCs sao, de forma geral, formadas por cadeias de
polipeptidios simples compreendidas entre uma regido reguladora aminoterminal (N-
terminal) com 20 a 70 kDa e uma regido catalitica carboxi-terminal (C-terminal) com
aproximadamente 45 kDa (102). As isoformas da familia das PKCs sao subdivididas
em quatro subgrupos que diferem em relacdo a estrutura e funcéo: (I) as PKCs
classicas ou convencionais a (alfa) , Bl (beta), Bll e y (gama) que sao ativadas por
diacilglicerol e por Ca**; (ll) as PKCs novas & (delta), € (épsilon), n (eta) e 6 (teta)
que sdo similarmente ativadas por DAG, mas n&o respondem ao Ca*; (lll) as PKCs
atipicas C (zeta) e 1 (iota), conhecida como A (lambda) em camundongo, que séo
insensiveis ao Ca®" e ao DAG para a ativacdo mas séo alostericamente ativadas por
interacdo com seu dominio Phox/Bem1; (IV) quinases relacionadas a PKC (PKN1, 2

e 3) que sao ativadas por Rac e Rho (103).

Devido a sua amplitude de funcbes, as PKCs sdo sempre muito estudas
suscitando discussdes sobre a classificacdo das isoformas. Em 1994, pesquisadores
isolaram um gene de quinase proteica serina/treonina do DNA humano com forte
homologia aos dominios da familia de PKC e por isso foi descrita como uma
isoforma atipica da PKC, a PKCpu (micro) (104). Estudo concomitante mostrou a
caracterizacdo de um novo modelo de quinase proteica em ratos, a PKD, que foi

descrita como uma serinal/treonina quinase com estrutura incomum e cujo dominio
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catalitico € distinto da PKC (105). Esses dois trabalhos abordavam proteinas com
mesma homologia, a PKCu presente em humanos e a PKD presente em ratos e que
ambas ligam-se ao DAG e possuiam a mesma afinidade a esteres de forbol quanto
as PKCs convencionais e novas (105-107). Assim, essa quinase proteica
(PKCW/PKD) foi incluida na familia PKC, a qual pertence ao grupo de AGC (incluindo
PKA, PKG e PKC) (99, 108), o que contribuiu para a definicdo da PKD como
pertence a familia das PKCs. Nos anos seguintes foram descobertas outras duas
isoformas codificadas por diferentes genes, a PKD2 (109) e PKCv(ni)/PKD3 (110,
111). Finalmente, para ultimar a homologia do gene das PKDs, um estudo do
genoma de superfamilias de quinases proteicas, realizado em 2003, mostrou que as
trés isoformas que se conhece de PKD (1, 2 e 3) sao classificadas como
pertencentes ao grupo das quinases dependente de Ca?‘/calmodulina (CaMKs) e

nao mais do grupo AGC (112).

A molécula de DAG pode regular a PKD diretamente, ligando-se ao dominio
catalitico dessa enzima, (113) ou indiretamente induzindo a ativacdo da PKD via
fosforilacdo dependente de PKC (114). Trabalhos mostraram que as isoformas de
PKC que podem ativar a PKD sdo as PKCs novas (0, €, n e 8) (114, 115) e a
convencional PKCa (116). Adicionalmente, sabe-se hoje que as PKCs encontradas
nas ceélulas B séo q, B, O, €, e I/A (117, 118), enquanto que a PKD mais abundante
em células B parece ser a PKD1(classificacdo inclui a PKD de rato e a sua homéloga
em humano, a PKCp) (43).

As PKDs sao encontradas no citoplasma de diferentes tipos celulares, mesmo
quando as células ndo sdo estimuladas (119-121) e, em menor escala, podem ser
encontradas nos compartimentos celulares como golgi, mitocondria (122, 123) e
membrana plasmética (119, 120). Além disso, em resposta a ativacdo do receptor,
as PKDs podem ser rapidamente translocadas do citosol para diferentes
compartimentos celulares (119-121). A translocacdo da PKD1 para a membrana
plasmatica ocorre em resposta a fatores de crescimento, agonistas de receptores
acoplados a proteina G, ligantes de receptores das células B e ésteres de forbol
(119, 120).

Pesquisas relacionadas com células secretoras de insulina mostraram que a

PKD esta envolvida na regulacédo da secrecdo de insulina em resposta ao receptor
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muscarinico M3 (124, 125), um protétipo de receptor acoplado a proteina Gqqa1 (126,
127). Um estudo recente mostrou que das trés isoformas de PKD, a PKD1 é a mais
abundantemente expressa em ilhotas isoladas de camundongo (43). Além do mais,
células INS832/13 incubadas com oleato mostram rapida fosforilagdo de PKD nos
aminoacidos Ser-744/748 e Ser-916 sem mudancas na expressdo de PKD1 em
todos os extratos celulares(43). A proteina PKD1 presente no citoplasma é
rapidamente ativada em resposta a estimulacdo do GPR40 por oleato sugerindo que
a PKCd néo esta envolvida nesse processo de sinalizag&o (43), como foi proposto

por Kong e colaboradores (124).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que o GW9508 € um potente agonista seletivo do GPR40 que,
via proteina Gaq, induz a extrusdo dos granulos de insulina e parece estar
relacionada a ativacdo a PKC e/ou PKD, as quais podem levar a ativacdo da NADPH
oxidase em ilhotas, parece-nos oportuno avaliar o papel do GPR40 na ativacdo do
complexo enzimético e consequentemente na producdo de espécies reativas de

oxigénio.
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3 OBJETIVO

Avaliar em células BRIN-DB11 a participacdo do GPR-40 na ativacdo da
enzima NADPH oxidase e a consequente producdo de EROs.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Culturade células BRIN-BD11

As células BRIN-BD11 foram cultivadas em atmosfera umidificada contendo
5% de CO, em meio RPMI 1640 completo, com pH 7,4, suplementado com
10% SFB (soro fetal bovino), 2 mM de glutamina, 20 mM de HEPES, 100 U/ml
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. A manutencédo do cultivo se deu através de
duas a trés replicacdes por semana, sendo cultivadas 1,0x10° células em cada

garrafa de 75 cm® contendo 10 ml de meio de cultura.

4.2 Cultldra das células BRIN-BD11 com RNA de interferéncia para proteina
p22p 0oX

As células BRIN-BD11 foram incubadas em meio RPMI contendo 11,1 mM de
glicose por um periodo de 24 horas em placas de 6 ou 24 pogos. Posteriormente, o
meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com PBS e transfectadas por
7 horas a 37 °C em meio Optimem (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) com 11,1 mM de
glicose, Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) na presenca de 40 nM
de RNA de interferéncia para p22°"* (RNAi-p22"">) ou RNA controle (RNAc) (Santa
Cruz Biotechnology, CA, EUA) ou apenas lipossomos. Ap6s o tempo de transfeccao,

as células foram incubadas por 48 horas.

4.2.1 Estudo da viabilidade celular ap6s o tratamento de células BRIN-BD11
com RNAi-p22°P"ox

Apoés a transfeccdo com RNAj-p22Pho

(item 4.2) foi retirado o meio de cultura
de incubacéo e esse foi reservado. As células foram soltas da placa com 200 pL de
tripsina que foi posteriormente inativada com o0 meio reservado e em seguida as
células suspensas foram centrifugadas. O sobrenadante foi retirado e as células
suspendidas em 300 uL de PBS e adicionado 30 pL de solucdo de iodeto de

propidio (20 mg por mililitro em PBS). O iodeto de propidio é um fluocromo de
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afinidade aos acidos nucleicos impermeavel a membrana. Esse composto é
excitavel por laser de argbnio (480 nm) e emite fluorescéncia na faixa de 560-
580 nm que sdo captadas por citometria de fluxo. As células que apresentam
integridade de membrana exibem baixa fluorescéncia quando excitadas pelo laser,
engquanto que células cuja membrana esteja rompida permitem a entrada de iodeto

de propidio, que se liga ao DNA, emitindo alta fluorescéncia.

4.3 Expressao génica dos componentes da enzima NADPH oxidase em
células BRIN-BD11 por PCR em tempo real

Para andlise da expressao génica dos componentes da enzima NADPH
oxidase, 1,0x10’ células foram incubadas em meio RPMI com 11,1 mM de glicose
por 24 horas. Para extracdo do RNA total das células, essas foram homogeneizadas
com o reagente Trizol até completa solubilizacdo e incubado durante 5 min a
temperatura ambiente. Em seguida foi acrescido 0,2 ml de cloroférmio a cada 1 mL
de Trizol. O sobrenadante é separado por centrifugacao (12.000 g, 15 min, 4°C), e 0
RNA contido na fase aquosa foi retirado e precipitado com 500 ul de isopropanol, e
em seguida foi lavado com etanol 75% e dissolvido em agua deionizada previamente
tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). Os RNAs obtidos sdo quantificados por
espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Em seguida, 3 ug
de RNA de cada amostra foi submetida a reacéo de transcricdo reversa com primers
randémicos para a sintese do DNA complementar. A cada tubo com 3 ug do RNA
total foi adicionado tampdo DNAse 10X e DNAse (1U/uL). Apos incubacdo de 25
minutos a 25°C a DNAse foi inibida com EDTA (25 mM), em seguida foram
adicionados primers randdmicos e os reagentes tampdo RT 5X, DTT (100 mM) e
dNTP mix (10 mM). A enzima Tanscriptase Reversa SuperScript Il é adicionada e as
amostras sdo incubadas. A reacdo é realizada utilizando termociclador Multicycler
PTC-0200 (Mj Researc. Inc, Walhan, MA, USA). A expressao génica foi entdo
avaliada por PCR em tempo real utilizando equipamento Rotor Gene 6000 (Corbett
Research, Mortlake, Australia) e a sonda fluorescente Syber Green (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), que intercala com o DNA e permite uma quantificacdo

fluorimétrica. A expressdo da HPRT (hipoxantina fosforibosiltransferase) é
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determinada em paralelo como controle da reacdo. As sequéncias utilizadas dos
pares de primer estdo descritas na Tabela 1. A expressdo do RNA para cada gene

foi normalizada pela expressao do gene constitutivo.

Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos dos pares de primers utilizados para analise da
expressdo génica da p47°"%%, gp91P"®X, p22P"* pe7P"°* p40°"°* e do gene constitutivo
HPRT. Os primers foram desenhados a partir das sequéncias depositadas no
Genbank.

Primer Sequéncia

p47Phox Sense: 5’- CTT CAT TCG CCA CAT CGC -3
Antisense: 5’- TTT CTG TAG ACC ACCTTCTCC G -3
gp91Pex Sense: 5- TGC CCA GTACCAAAG TTT GCC -3
Antisense: 5-GAC CCA CGA TCC ATT TCC AAG -3

p22Phox Sense: 5'- GAG GTC CGC AAG AAG CCA AG -3’
Antisense: 5’- GAA ACT CAA GCA GGA GCC ACT G -3
p67Phox Sense: 5’- TAC ACC ATC CTG GACAACCTGC ¥
Antisense: 5- TCC TCG CTG GAA GTA AGC CAC -3
p40QPhoX Sense: 5’- GCC ATC TCA GCC AAC ATC GC -3
Antisense: 5’- TCT TGC TCT CTG GTC CAAACC G -3
HPRT Sense: 5’- GCT GAA GAT TTG GAA AAG GTG T -3’

Antisense: 5’- ACA GAG GGC CAC AAT GTG AT -3’

4.4  Western Blotting de células BRIN-DB11

4.4.1 Western Blotting para analise de expresséo proteica dos componentes
da enzima NADPH oxidase

Para analise da expressdo proteica dos componentes da enzima
NADPH oxidase, 1,0x10" células foram incubadas por 24 horas em placas de seis
pocos com 5ml de meio RPMI com 11,1 mM de glicose. Apés o periodo de
incubacgéo a extracdo da proteina foi realizada com o tampéo de lise RIPA dez vezes

concentrado, de acordo com as recomendacbes do fabricante. A quantidade de
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proteina presente em cada amostra foi determinada através do método de Bradford
(128), utilizando albumina bovina como padrdao. Apos o calculo da concentracdo de
cada amostra, cerca e 60 g de proteina total foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) seguida de transferéncia para membrana de PVDF.
Em seguida as membranas foram tratadas com solucdo bloqueadora (5% de leite
desnatado em PBS) e incubadas com anticorpo primario para os componentes da
enzima NADPH oxidase: policlonal anti-p47°"* policlonal anti-p67°"* policlonal anti-
p22°" policlonal anti-gp91P"*, policlonal anti-p40°"* e com anticorpo secundario
anti-lgG marcado com peroxidase (Amersham Bioscences, UK). Finalmente as
membranas foram reveladas utilizado o kit ECL (Amersham Bioscences), seguidas

de exposicdo ao filme de raio-x.

4.4.2 Westhern Blotting para analise de eficiéncia de transfeccdo com RNAI-
p22p 0oX

Foram incubadas 1,0x10° células em garrafas de 25 ml, com 5 ml de meio
RPMI contendo 11,1 mM de glicose por 24 horas. Apds as 48 horas de incubacéo
pés-transfeccao (item 4.2), o meio Optimen foi retirado, as células foram lavadas
com PBS frio. A extracdo de proteinas foi feita utilizando tampao de
homogeneiza¢do (Trisl0 mM, EDTA 1 mM, sacarose 250 mM) acrescido de
inibidores de proteases (leupeptina e aprotinina). Foram homogeneizadas,
sonicadas e transferidas para microtubos identificados. As amostras passaram pelo
processo de purificacdo de membrana (129) adaptado para células BRIN-BD11. As
células foram centrifugadas a 1000 g a 4°C por 15 minutos para separagao por
sedimentacdo do nucleo, esse foi descartado e o sobrenadante foi novamente
centrifugado a 12000 g a 4°C por 15 minutos para separacdo por sedimentacao da
membrana plasmatica. Nesse ponto, o0 sobrenadante foi armazenado como
proteinas citosélicas enquanto que o precipitado (membrana plasmatica) foi
suspenso e as proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (128) em
espectrofotometro. De cada amostra avaliada, 40 pug de proteinas diluidas em
tampéo laemmli foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE 15%) seguida de transferéncia para membrana de PVDF. A membrana foi

tratada com solucdo bloqueadora (5% de leite desnatado em BPS) em seguida
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incubada com anticorpo primario policlonal anti-p22°P"  (Abican, Cambridge,
Massachusetts, EUA) ou anti-5’nucleotidase (Santa Cruz) como constitutivo de
membrana, e com anticorpos secundarios anti-lgG (Amersham Bioscences)
marcados com peroxidase. Posteriormente, a membrana foi exposta ao ECL

(Amersham Bioscences) e a luminescéncia foi revelada em laminas de raios-X.

4.4.3 Western Blotting para analise de fracdo proteica de citoplasma e de
membrana plasmaética de p40°"°* e p47Phox

Foram incubadas 1,0x10’ células em garrafas de 75 ml, com 10 ml de meio
RPMI contendo 11,1 mM de glicose por 24 horas. Posteriormente, o meio de cultura
foi retirado, as células foram lavadas com PBS e a cada garrafa foi adicionada
solucdo de Krebs Henseleit a 2,8 mM de glicose e foram pré-incubadas em
incubadora de CO; (5%) por 20 minutos. Apds o periodo, a solugdo de pré-
incubacdo foi retirada e foi adicionada a solucdo de Krebs Henseleit, com
concentracdo de glicose 5,6 mM, na auséncia ou presenca de 20 uM do farmaco
agonista do GPR40, GW9508. A extracao de proteinas foi feita em diferentes tempos
de incubacéao (0, 5, 10, 20 e 30 minutos) utilizando tampé&o de homogeneizacao (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, sacarose 250 mM) acrescido de inibidores de proteases
(leupeptina e aprotinina) e fosfatases (pirofosfato de sodio, fluoreto de sodio e
ortovanadato de sdédio). Foram homogeneizadas, sonicadas e transferidas para
microtubos identificados. As amostras passaram pelo processo de purificacdo de
membrana (129) adaptado para células BRIN-BD11. As células foram centrifugadas
a 1000 g 4°C por 15 minutos para separacéo por sedimentacdo do nucleo, esse foi
descartado e o sobrenadante foi novamente centrifugado a 12000 g 4°C por 15
minutos para separacao por sedimentacdo da membrana plasmatica. Nesse ponto, 0
sobrenadante foi armazenado como proteinas citosolicas enquanto que o precipitado
(membrana plasmatica) foi novamente suspendido em tampdo de homogeneizagéo
e as proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (128) em
espectrofotometro. De cada amostra avaliada, 40 pg de proteinas diluidas em
tampéo laemmli foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS —
PAGE 15%) seguida de transferéncia para membrana de PVDF. A membrana foi

tratada com solucdo bloqueadora (10% de albumina) em seguida incubada com
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anticorpo primario policlonal anti-p40°"* (Upstate) ou anti-p47°"* (Santa Cruz
Biotechnology) e com anticorpos secundarios anti-lgG (Amersham Bioscences)
marcados com peroxidase. Posteriormente, a membrana foi exposta ao ECL

(Amersham Bioscences) e a luminescéncia foi revelada em foto documentador.

4.5 Secrecdo estéatica de insulina de células BRIN-BD11

4.5.1 Secrecdao estéatica de insulina

Foram incubadas em meio RPMI contendo 11,1 mM de glicose 1,5x10°
células/poco em placas de 24 pocos por 24 horas. Posteriormente, o meio de cultura
foi retirado, as células foram lavadas com PBS e a cada poco foi adicionada solucéo
de Krebs Henseleit com 11,1 mM de glicose e foram pré-incubadas em incubadora
de CO; (5%) por 20 minutos. Apés o periodo, a solucéo de pré-incubacéo foi retirada
e foi adicionada a solucdo de Krebs Henseleit com diferentes concentracdes de
glicose (2,8, 5,6, 8,3, 11,1, 16,7 e 20,0 mM) na auséncia ou presenca de 20 uM do
farmaco agonista do GPR40, GW9508 por 60 minutos. Apés o fim do tempo de
incubacao foi retirada uma aliqguota do meio e essas amostras foram centrifugadas a
400 g por cinco minutos, para remocdo de possiveis células soltas, e em seguida
foram transferidas para microtubos com tampa, que foram devidamente
acondicionados para posterior dosagem de insulina. As células aderidas as placas
foram lavadas com PBS frio e homogeneizadas em tampéao de lise RIPA (Upstate)
para a extracdo de proteinas. As proteinas foram quantificadas em

espectrofotdmetro utilizando o método de Bradford (128).

4.5.2 Dosagem de insulina

A determinacdo da quantidade de insulina secretada foi determinada por
radioimunoensaio. Para realizagdo do ensaio, prepara-se uma solugao reagente que

inclui (i) quantidades conhecidas de anticorpo, (ii) quantidades conhecidas de

|125

insulina marcada com iodo radioativo (I"°°) (Amershan Biosciences) e (iii)
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guantidades desconhecidas de horménio ndo radioativo (amostra). Como as duas
formas do hormoénio, radioativas e ndo radioativas, competem por um mesmo
namero de locais de ligacdo no anticorpo, quanto mais horménio ndo radioativo
estiver presente, menos o horménio radioativo ira se ligar. O complexo marcado
formado, insulina-anticorpo, € precipitado com polietilenoglicol e dosado em contador
tipo gama (PerkinElmer, Turku, Finlandia). Juntamente com o ensaio, foi preparada
uma curva padrdo, na qual a relacdo ligado/livie para o hormdnio radioativo é
plotada como funcdo da concentracdo do horménio n&o radioativo. A relagao
ligado/livre do horménio radioativo € maior quanto menor niumero de nao radioativo
estiver presente. A seguir, a curva padrdo foi utilizada para determinar a

concentracédo do horménio em cada amostra.

4.6 Andlise do conteudo de anion superoxido de células BRIN-BD11

O conteudo de superoxido foi determinado utilizando-se o método de
fluorescéncia com dihidroetideo. A hidroetidina ou dihidroetideo (DHE) € uma sonda
redox-sensivel, extensamente usada para detectar a producao intracelular de anion
superéxido. A reacdo entre o superéxido e o DHE resulta na formacdo de um
produto oxidado que intercala-se as bases de DNA, corando o ndcleo com uma

fluorescéncia vermelha que pode ser analisado por citometria de fluxo.

Para todos os experimentos realizados foram utilizados 2,5x10° células/poco
em placas de 24 pocos contendo meio RPMI com 11,1 mM de glicose por 24 horas
para adeséo das células. Posteriormente, o protocolo seguido foi diferente para cada

experimento como descrito a seguir.

4.6.1 Estimulo de glicose

O meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com PBS e a cada
poco foi adicionada solucdo de Krebs Henseleit a 11,1 mM de glicose e foram pré-
incubadas em incubadora de CO, (5%) por 20 minutos. Apos o periodo, a solucéo

de pré-incubacdo foi retirada e foi adicionada solucdo de Krebs Henseleit preparada
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com diferentes concentracdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1; 16,7 e 20,0 mM) e as

células foram incubadas por 60 minutos nas condi¢cdes descritas acima.

4.6.2 Estimulo de glicose com GW9508

O meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com PBS e a cada
poco foi adicionada solucao de Krebs Henseleit a 11,1 mM de glicose e foram pré-
incubadas em incubadora de CO, (5%) por 20 minutos. Ap6s o periodo, a solucao
de pré-incubacédo foi retirada e foi adicionada a solugcdo de Krebs Henseleit
preparada com estimulos de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1; 16,7 e 20,0 mM) na
auséncia ou presenca de 20 uM de GW9508, e as células foram incubadas por 60

minutos nas condicdes descritas acima.

Esse mesmo protocolo foi seguido para células que passaram por transfeccéo

com RNA de interferéncia apds as 48 horas de incubacéo.

4.6.3 Estimulo de glicose com VAS2870 e/ou GW9508

O meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com PBS e a cada
poco foi adicionada a solucédo de Krebs Henseleit a 11,1 mM de glicose e foram pré-
incubadas em incubadora de CO; (5%) por 20 minutos na auséncia ou presenca de
VAS2870 (pré-incubacdo com 12 uM). Apdés o periodo, a solugdo de pré-incubacgéo
foi retirada e foi adicionada solucédo de Krebs Henseleit preparada com estimulos de
glicose (5,6 e 16,7 mM) na auséncia ou presenca de 20 uM GW9508, e/ou 12 uM
VAS2870 durante 60 minutos.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da secrecao de insulina em células BRIN-BD11, em diferentes
concentragcbes de glicose, na presenca ou auséncia do agonista
farmacologico do receptor GPR40, GW9508

5.1.1 Secrecdo estética de insulina

Na Figura 3 estdo apresentados os resultados de trés experimentos que
foram realizados com o objetivo de definir a concentracdo adequada de GW9508 a
ser utilizada para estimular o GPR40 em células BRIN-BD11. Esse procedimento foi
imprescindivel visto que ndo ha dados na literatura sobre o uso de GW9508 em
células BRIN-BD11. Estudos com células secretoras de insulina INS-1E e MING
realizados pela comunidade cientifica, foram levados em consideracdo na escolha
das concentracfes testadas. A secrecdo estatica de insulina foi realizada incubando
as células com 2,8 e 16,7 mM de glicose, na auséncia ou presenca de GW9508 nas
concentracdes 10, 15 e 20 pM. O resultado obtido que melhor representou o efeito
do GW9508 como secretagogo ocorreu na concentracdo de 20 uM do farmaco,
conforme representado pela Figura 3-C. A secrecédo de insulina foi significativamente
aumentada pelo GW9508 (29%) (P<0,001) na presenca de 16,7 mM de glicose.

Apés definida a concentragdo de GW9508, novos experimentos foram
realizados na presenca e auséncia desse farmaco em concentracdes crescentes de
glicose. Os resultados apresentados na Figura 4 mostram o efeito de potencializacdo
gque o GW9508 exerce na secrecao de insulina em elevadas concentragbes de
glicose nas células BRIN-BD11, aumentando em 57% e 43% na presenca de 16,7 e
20,0 mM de glicose respectivamente.
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Figura 3. Teste de concentracao de GW9508 a ser utilizado em células BRIN-BD11.

As células foram incubadas por 20 minutos com 2,8 ou 16,7 mM de glicose na auséncia (o)
ou presenca (m) de GW9508: 10 uM (A); 15 uM (B); 20 uM (C). Os resultados sé@o expressos
como ng/ug de proteina, teste estatistico One-way ANOVA seguido por Tukey e n=3 para
cada condicéo. *P<0,001.
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Figura 4. Efeito do GW9508 na secrecdo de insulina dependente de glicose de
células BRIN-BD11.

Apos estimulagcdo por 60 minutos, a secre¢do de insulina foi maior na presenca (m) de
GW9508 (20 uM) em altas concentracfes de glicose quando comparado ao controle (o).
Os resultados sao expressos como ng/mg de proteina média + EP, teste estatistico One-
way ANOVA seguido por Tukey e n=4. *P<0,05, *P<0,01.

5.2 Avaliacdo da expressdo génica e proteica dos componentes da enzima
NADPH oxidase em células BRIN-BD11

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram que as células BRIN-BD11
e seu controle positivo, as ilhotas pancreéticas de ratos Wistar, expressam o0s genes
dos componentes de membrana p22°"* (A), gp91P"™* (B) e os componentes
citoplasmaticos p67°"% (C), p47°"* (D) e p40°"** (E) da NADPH oxidase.

Na Figura 6 estdo apresentadas imagens das bandas relacionadas aos
componentes proteicos da NADPH oxidase nas células BRIN-BD11 e do controle
positivo (ilhotas pancreéaticas der ratos Wistar). Os experimentos realizados por
Western Blotting evidenciam que as células BRIN-BD11 expressam 0s componentes
de membrana p22°"* (A) e gp91°"* (B), e os componentes citoplasmaticos p67°"
(C), p47°"* (D) e p40P"** (E) da NADPH oxidase.
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Figura 5. Expressdo génica dos componentes da enzima NADPH oxidase em células
BRIN-BD11

As células BRIN-BD11, assim como seu controle positivo (ilhotas de ratos Wistar),
expressam os genes dos componentes de membrana p22°"* (A) e gp91”"™ (B) e dos
componentes citoplasmaticos p67°" (C), p47°"™* (D) e p40°"* (E) da NADPH oxidase. Os
resultados sdo expressos como a razdo de genes por genes constitutivos, média + erro
padrdo, teste estatistico Test t, n=4. *P<0,001.
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Figura 6. Expressao proteica dos componentes da NADPH oxidase em células BRIN-
BD11 e llhotas de Langherans de ratos Wistar como controle positivo

As células BRIN-BD11 expressam 0s componentes proteicos de membrana p22°"* (A) e
gp91P"* (B), e 0s componentes proteicos citoplasmaticos p40°"™ (C), p47°"* (D) e p67°"* (E)
da NADPH oxidase. O resultado € ilustrativo de um dos experimentos realizados com a
mesma técnica (n=6).

5.3 Avaliacdo do conteudo de superoxido de células BRIN-BD11

5.3.1 Caracterizacdo do conteudo de superéxido apoés estimulo agudo de
glicose

O contetdo de superodxido das células BRIN-BD11 tende a diminuir com o0 aumento
da concentracao de glicose no meio de incubagao (P<0,05) quando comparado com
baixas concentracdes de glicose (Figura 7). Na presenca de 16,7 mM e 20,0 mM de
glicose, o contetudo de superoxido cai 25% e 35% respectivamente, em relacéo as
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células incubas em meios contendo 2,8 mM de glicose. O contetudo de superdxido
das células BRIN-BD11 em zero concentracéo de glicose é 10 vezes maior do que o

contetdo em 2,8 mM de glicose (dados ndo apresentados).
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Figura 7. Conteludo de superéxido de células BRIN-BD11 ap6s estimulo de 60 minutos
em diferentes concentracdes de glicose

As células foram incubadas com 2,8, 5,6, 8,3, 11,1, 16,7 e 20,0 mM de glicose e a
intensidade da fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados sé&o
expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia, média + erro padrdo, teste estatistico
One-way ANOVA seguido por Tukey, n=7. *P<0,05 vs 2,8; 5,6 e 8,3 mM de glicose;
*P<0,05 vs 2,8 e 5,6 mM de glicose.

5.3.2 Caracterizacdo do conteldo de superéxido apo6s estimulo agudo de
glicose na presenca ou auséncia de GW9805

A Figura 8 mostra que as células BRIN-BD11, quanto estimuladas com
GW9508 apresentam o mesmo padrao de reducao do conteudo de superéxido com
0 aumento da concentracéo de glicose no meio de incubacéo, confirmando os dados

da Figura 7.

A avaliacdo do conteudo de superdxido estimulado por GW9508 mostra
também que esse agonista do GPR40 possivelmente aumente a atividade da
NADPH oxidase por provocar aumento significativo (P< 0,05) do conteudo de

superoxido, principalmente em baixa concentracdo de glicose (Figura 8).
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Figura 8. Curva de contetudo de superéxido de células BRIN-BD11 pds-estimulo de 60
minutos em diferentes concentragcoes de glicose, na auséncia (o) ou presencga (e) de
GW9508

As células foram incubadas com 2,8, 5,6, 8,3, 11,1, 16,7 e 20,0 mM de glicose e a
intensidade da fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados séo
expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia, média + EP, teste estatistico One-way
ANOVA seguido por Tukey, n=8. *P<0,05 vs auséncia de GW9508.

5.4 Translocacdo das proteinas citoplasmatica da NADPH oxidase p47°"* e
p40P"°* quando estimuladas com GW9508

A andlise da fracdo citosolica e de membrana feitas por densitometria das
bandas das proteinas p47°" e p40°"* da enzima NADPH oxidase mostra que a
proteina p47°"° (Figura 9) migra para a membrana plasmatica apés 10 a 20 minutos

phox

de incubacdo com GW9508 (20 uM) e que a proteina p40 nao apresenta

diferenca estatistica na translocacao (Figura 10).
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Figura 9. Andlise quantitativa da proteina p47°"°* em fracao citosélica e de membrana
guando expostas ao GW9508 (20 uM), no tempo indicado (A)

Os graficos B e C representam as fracdes de citoplasma e de membrana separadamente.
As células foram incubadas na presenc¢a de 5,6 mM de glicose e 20 uM de GW9508 nos
tempos 0, 5, 10, 20, 30 e 40 minutos. Os resultados mostram que ocorreu translocacao da
proteina p47”"* do citoplasma para a membrana plasmatica como esta representado na
figura C. O pico da translocag&o ocorreu entre 10 e 30 minutos de incubacéo.
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Figura 10. Analise quantitativa da proteina p40°"°* em frac&o citosélica e de membrana

guando expostas ao GW9508 (20 uM), no tempo indicado (A)

Os graficos B e C representam as fracdes de citoplasma e de membrana separadamente.
As células foram incubadas com 5,6 mM de glicose e 20 uM de GW9508 nos tempos 0, 5,
10, 20, 30 e 40 minutos.
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5.5 Knockdown da subunidade p22°"°* da NADPH oxidase pela técnica de
RNA de interferéncia em células BRIN-BD11

5.5.1 Viabilidade celular ap6s o tratamento com RNAi-p22°"°*

Na Figura 11 pode-se observar que acima de 95% das células transfectadas

com RNAc e com RNAi-p22°" s&o viaveis, o que valida o protocolo experimental.
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Figura 11. Viabilidade celular de células BRIN-BD11 transfectadas com RNAc (m) e
RNAi-p22°"°* (A)

O protocolo de viabilidade foi realizado apés 48 horas de incubacao apés transfeccdo de 7
horas com RNAc ou RNAIi-p22°"* (40 nM). Os resultados aferidos por citometria de fluxo
indicam que acima de 95% das células sao viaveis por possuirem membrana celular integra.
Os resultados séo expressos como porcentagem de células transfectadas viaveis, média +
erro padrdo, estatistica Teste T, n=3. As diferencas ndo séo significativas.

5.5.2 Expresséo proteica da subunidade p22 P"°x

O resultado das densitometrias da subunidade proteica da NADPH oxidase, a
proteina p22°" mostra que o lipossomo utilizado como mecanismo para
transfeccdo ndo alterou significativamente a quantidade de proteina das células com
lipossomos no meio (L) em relacéo as células controle (C) sem lipossomos no meio,

(Figura 12). Alem disso, os resultados mostram que em células transfectadas com
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RNAi-p22P" a expressdo da p22°"* esteve significativamente menor (P<0,01)
gquando comparada ao RNA controle, mostrando que a interferéncia foi bem

sucedida e com valores de inibicdo em torno de 48%.

**

0.0+ f

Densitometria da proteina p22P"°*
Unidade Arbitraria

RNAc RNAI

Figura 12. Expresséo proteica da subunidade da NADPH oxidase, p22°"*, em células

controle (C), com lipossomos (L) e transfectadas com RNAc ou RNAi-p22°"* na
presenca de lipossomos

A analise por Western Blotting foi realizada ap6s 48 horas de incubagéo apos transfeccao de
7 horas com RNAc ou RNAI-p22°"* (40 nM). Os anticorpos utilizados foram o anti-p22°"™ e
anti-5’nucleotidase (CD-73). Os resultados sdo expressos como unidade arbitraria de

densitometria média + erro padrao, teste estatistico One-way ANOVA seguido por Tukey,
n=3. *P<0,05 vs RNAc e RNAi; *P<0,01 vs RNAc.

5.5.3 Conteudo de superéxido em diferentes concentracdes de glicose

O resultado apresentado na Figura 13 representa o contetudo de superoxido
de células transfectadas com RNAc ou RNAi-p22P"* em baixa e alta concentracdo
de glicose. Pode-se observar que as células transfectadas com RNAi-p22°"™
apresentam reducdo do contetdo de superdxido assim como as células BRIN-BD11
transfectadas com RNAc (Figura 7).

Além disso, os resultados mostraram que o knockdown da proteina p22P"%

nas ceélulas BRIN-BD11, causa diminuicdo em torno de 22% no contetudo de
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superéxido dessas células para todas as concentracbes de glicose testadas,

apresentando diferenca significativa nas concentracdes 5,6 e 20,0 mM de glicose.
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Figura 13. Conteldo de super6oxido em células BRIN-BD11 transfectadas com RNAc
ou RNAI-p22°"°* apés estimulo de 60 minutos em diferentes concentracdes de
glicose

A inibicdo da NADPH oxidase por RNAi-pp22°" promoveu diminuicdo do contetdo de
superoxido das células em torno de 22% em relacdo ao controle negativo (RNAc). Os
resultados séo expressos como unidade arbitraria de intensidade de fluorescéncia média +
erro padréo, teste estatistico One-way ANOVA seguido por Tukey, n=5. *P<0,05 vs 16,7 e
20,0 mM glicose (respectiva condicdo para RNAc ou RNAI); **P<0,05.

5.5.4 ConteGdo de superdéxido de células transfectadas com RNAi-p22°"° na
presenca ou auséncia de GW9508

Os resultados apresentados na Figura 14 mostram que células BRIN-BD11
transfectadas com RNAi-p22°"* apresentam diminuigdo do contetdo de superoxido
em 5,6, 16,7 e 20 mM de glicose e o estimulo com GW9508 ndo causa aumento no

conteudo de superoxido nessas células.
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Figura 14. Contetdo de superéxido de células BRIN-BD11 transfectadas com RNAc ou
RNAi-p22°"°* pés-estimulo de 60 minutos em diferentes concentracées de glicose, na
auséncia ou presenca de GW9508 (20 uM)

Células com reduzida expressdo da p22°"* apresentam diminuicdo do contetdo de
superéxido e o GW9508 ndo exerce aumento nesse conteldo de superoxido reduzido. Os
resultados sdo expressos como unidade arbitraria de intensidade de fluorescéncia média +
erro padrdo, teste estatistico two-way ANOVA seguido por Bonferroni, n=13. *P<0,05 vs
Controle (respectiva condicéo de glicose) e **P<0,05 vs Controle e P<0,001 vs RNAi-p22°"*;
e RNAI-p22""°*+GW9508 (respectiva condicéo de glicose).

5.6 Conteudo de super6xido de células BRIN-BD11 incubadas com inibidor
farmacologico da enzima NADPH oxidase, VAS2870, na presenca e
auséncia de GW9508

Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que o estimulo com GW9508
aumenta o conteudo de superéxido em 18% (em 5,6 mM glicose) e 20% (em
16,7 mM glicose), enquanto que o VAS2870 reduz o conteudo de superoxido,
inibindo a NADPH oxidase em 25% e 23% (em 5,6 e 16,7 mM glicose
respectivamente). A inibicdo da NADPH oxidase causada pelo VAS2870 nao foi
revertida pelo GW9508.
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Figura 15. Efeito do GW9508 (20 uM) e VAS2870 (12 uM) no contetido de superéxido de
células BRIN-BD11

O GW9508 aumenta enquanto que o VAS2870 reduz o conteudo de superoxido. A inibicdo
da NADPH oxidase causada pelo VAS2870 nao foi revertida pelo GW9508. Os resultados
sdo expressos em unidades arbitrarias de intensidade de fluorescéncia média + erro padrao,
teste estatistico two-way ANOVA seguido por Bonferroni, n=7. *P<0,001 vs controle (da
respectiva condicdo de glicose) e **P<0,001 vs controle, VAS2870 e VAS2870+GW9508
(respectiva condicdo de glicose).
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Linhagens celulares secretoras de insulina tém sido frequentemente utilizadas
como ferramentas de auxilio em pesquisas voltadas para o entendimento da
fisiologia da secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas. McClenaghan e
colaboradores (58), pesquisando sobre a capacidade secretéria das células BRIN-
BD11, mostraram, em ensaios de secrecédo dinamica de insulina, que quando se
eleva a concentracao de glicose de 8,3 mM para 16,7 mM, as células triplicam sua
capacidade secretdria, 0 que esta em concordancia com o resultado obtido e
representado pela Figura 3. A linhagem celular BRIN-BD11 possui captacdo de
glicose eficiente por expressar o transportador de glicose GLUT-2, ausente em
varias outras linhagens produtoras de insulina (130). Além disso, a atividade da
glicoquinase é alta na linhagem BRIN-BD11 e, dessa forma, o chamado “sensor de
glicose” formado pelo GLUT-2 e pela glicoquinase € bastante eficiente nessas
células (130, 131). Assim, o aumento da secrecdo de insulina por essas células é
dependente da elevagdo da concentracdo de glicose, o que é acompanhado por
despolarizacdo da membrana, resultado da metabolizacdo da glicose e consequente
geracdo de ATP (58), como é classicamente observado em células B das ilhotas

pancreéticas.

Considerando que as células BRIN-BD11 expressam o0 receptor de
membrana GPR40, foi iniciado um estudo da secrecdo de insulina dessas células
frente ao estimulo de GW9508 e glicose, a fim de observar se as células BRIN-BD11
apresentariam o mesmo padréo de secrecao descrito na literatura (36) e avaliar os
efeitos do GW9508 no processo secretério do hormdnio. Quando a secrecao de
insulina foi avaliada na presenca de concentragdes crescentes de glicose (2,8, 5,6,
8,3, 11,1, 16,7 e 20,0 mM), o padrdo de aumento da secrecdo em estimulo a alta
glicose foi mantido (Figura 4). Em analise ao efeito do GW9508, foi possivel notar
gue essa linhagem secretora de insulina segue o0 mesmo padrdo de secrecdo das
células MIN6 (36), onde o GW9508 potencializa a secre¢do de insulina em alta
glicose. Nas células BRIN-BD11, essa potencializacdo pode ser vista na presenca
de 16,7 e 20,0 mM de glicose. Esta evidéncia demonstra a habilidade do GW9508
como secretagogo de insulina dependente da presenca de concentracao elevada de



54

glicose. Outros farmacos agonistas seletivos para GPR40, como o TAK-875,
também causam efeito similar em células secretoras de insulina INS-1 833/15
(células com alta expressdo enddgena de GPR40/FFAL) (51) e em ilhotas isoladas
de ratos Sprague-Dawley (41). Respostas similares foram encontradas com ligantes
endodgenos para o GPR40, como o acido oleico, que potencializa a secre¢do de
insulina por ilhotas isoladas de camundongos na presenca de elevadas
concentragdes de glicose (43). O mesmo foi observado com o acido oleico e linoleico
em células MING6 (35). Além disso, um estudo da via de sinalizacdo do agonista TAK-
875 em células CHO-hGPR40 mostrou que a estimulacdo do GPR40 causa aumento
da [Ca®"]; e do IP, produto da quebra do IPs;, semelhante ao encontrado em células
INS-1 833/15. Estas ultimas, quando estimuladas com TAK-875, apresentam

2+]i

elevacdo da [Ca?']; estimulado pela glicose. Nota-se que a elevacdo da [Ca®] é

maior quanto maior a concentracdo de glicose e de TAK-875 (41).

Pesquisas realizadas com ilhotas de ratos e ligantes endégenos do GPR40
sugerem que o palmitato livre € capaz de aumentar a secrecdo de insulina por
aumentar a probabilidade de abertura dos canais para Ca®* do tipo-L e por aumentar
0 numero dos granulos ja ancorados - ou readily releasable pool (132). Em células
INS-1E, pesquisas com palmitato apontam o GPR40 como mediador do aumento da
[Ca®]; e secrecdo de insulina através da via Gag-PLC, resultando na liberacdo de
Ca?* do reticulo endoplasmatico e levando ao aumento da probabilidade de abertura
dos canais para Ca** do tipo-L, previamente ativados pela glicose (34). Entretanto,
ha autores que defendem a hipotese de que a principal fonte de aumento do calcio
intracelular em resposta a ativacédo da via Gaq-PLC pelos acidos graxos, em células
B dispersas (33) e em células MING é a ativacdo de canais para Ca®" do tipo-L (35),
visto que seu bloqueio compromete a amplificacdo da secrecdo de insulina mediada
pelos acidos graxos na secrecao estimulada pela glicose (35). De fato, o aumento da
[Ca®]; em resposta aos &cidos graxos parece ser devido a modulacdo da atividade
de canais de Ca®" do tipo-L enquanto uma menor participacdo é oriunda da

mobilizacéo de célcio dos estoques de calcio do reticulo endoplasmético (33, 133).

Para dar continuidade aos estudos moleculares intracelulares, foi necesséria
a caracterizacdo da NADPH oxidase na linhagem celular BRIN-BD11. Sabe-se que
essa enzima € presente em ilhotas pancreaticas de ratos Wistar (134) e que por
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gerar ions superoxidos, pode ser importante na sinalizacéo intracelular de células B
pancreaticas visto que a NOX2 esta associada a vesiculas secretoras de insulina e
iISso sugere que pode haver um controle redox da exocitose dos granulos (135). Os
resultados apresentados nas Figura 5 e Figura 6 mostram que as subunidades
p40PIX  p4 7P pET7PIX  gpg1P* e p22PM* da NADPH oxidase estdo presentes
nessa linhagem celular. A Figura 7 mostra que o conteudo de superéxido dessas
células tende a diminuir conforme aumenta a concentracdo de glicose no meio. Ha
fortes indicios de que isso ocorra como consequéncia da ativagdo dos mecanismos
de defesa antioxidantes na presenca de alta concentracédo de glicose. Em ilhotas de
ratos, a glicose ativa a NADPH oxidase (68), porém ¢é acompanhada pelo aumento
da atividade da superoxido dismutase (136) e de outras enzimas antioxidantes,
causando redugdo no teor total de espécies reativas de oxigénios (EROS) na
presenca de altas concentracdes de glicose. Isso demonstra que as ilhotas
pancreaticas ajustam o conteddo intracelular de EROs de acordo com o
fornecimento de glicose e que este controle desempenha um papel-chave na
regulacao fina da secrec¢éo de insulina induzida pela glicose (137).

O agonista do GPR40 aumenta o conteldo de superoxido em diferentes
concentracdes de glicose (Figura 8). Esse fato pode ser explicado pelo aumento da
atividade da NADPH oxidase visto que ocorre translocacdo da proteina p47°"% para
a membrana na presenca do GW9508 (Figura 9). Além disso, células BRIN-BD11

que tiveram a NADPH oxidase inibida com RNAi-p22P"o

(Figura 13 e Figura 14) ou
com VAS2870 (Figura 15) apresentam contetudo de superdxido reduzido, o qual nédo
foi revertido pela estimulacdo com GW9508. Assim, foi demonstrado que a ativagao
do GPR40 leva a ativacao da NADPH oxidase em linhagem de células secretoras de
insulina em diferentes concentracdes de glicose. Porém ainda ndo € compreendido

por qual via de sinalizacdo o GPR40 é capaz de ativa-la.

Sabe-se que em células B, a ligacdo do acido graxo ao GPR40 ativa a
proteina Gaga1 (35) que leva a ativacdo da PLC (37-39), que por sua vez, induz a
hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato dando origem ao IP; e também ao DAG
(56). Pouco se sabe a partir da ativacdo do DAG até a extrusdo dos granulos de
insulina via Gag-PLC. Como a via ndo esta totalmente esclarecida, existem

controvérsias sobre a ativacdo de moléculas subsequentes. O DAG parece ativar
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tanto proteina quinase dependente de Ca?*, da classe calmodulina, a PKD1 (43),

guanto proteinas quinases da classe da PKC (138, 139).

Pesquisas realizadas em células secretoras de insulina com um inibidor de
PKCs, calfostin C, mostrou que o conteudo de superéxido induzido pelo oleato (140)
e palmitato (139) estiveram reduzidos na presenca do calfostin C, sugerindo que a
inducdo de aumento de superoxido por acidos graxos pode estar correlacionada a
ativacdo da PKC, a qual parece induzir a translocacéo da p47°" do citoplasma para
a membrana por estimulagcdo com Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), um ativador
de PKC (87). Por outro lado, o grupo de Ferdaoussi e colaboradores (43)
observaram que em células INS832/13 a estimulacdo aguda com oleato em alta
glicose induz répida fosforilagdo de PKD, com aumento de translocacdo da PKD1 do
citosol para a membrana. A inibicdo farmacoldgica ou delecao do gene codificador
da PKD1, em animais knockout, bloqueia a potencializacdo da secrecao de insulina
estimulada pelo oleato e impede a despolimerizacdo da F-actina, porém nao afeta a
resposta secretéria a glicose. Sendo assim, acredita-se que a PKD fosforile
proteinas que regulam a remodela¢cdo da F-actina e controle a secrecdo de insulina
nas células B desses animais e com isso propde que a PKD1 seja elemento na
sinalizacdo do GPR40 em resposta aos acidos graxos. Nao ha relatos de que a PKD
ative a NADPH oxidase em células secretoras de insulina, porém em 2002
Davidson-Moncada e colaboradores (89) sugeriram uma possivel ativacdo da
enzima pela molécula de PKD em leucécitos. Porém apesar de presentes nas
células BRIN-BD11, essa enzima nédo seria fosforilada por estimulo com GW9508

(dados nédo apresentados).
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados mostram que o GW9508, um ativador especifico
do GPR40, potencializa a secre¢do de insulina pelas células BRIN-BD11 na
presenca de altas concentracdes de glicose e aumenta o conteddo de espécies
reativas de oxigénio durante o processo de estimulo secrecédo de insulina induzido
pela glicose. O GW9508 promove a migracdo da subunidade p47P", componente
citosolico da NADPH oxidase para a membrana, comprovando a ativacdo do
complexo enzimatico pela estimulacdo do receptor GPR40. Considerando que o
aumento do conteudo de superoéxido provocado pelo GW9508 ndo ocorre em células
com a atividade da NADPH oxidase inibida, seja por RNAi-p22P" ou VAS2870 fica
demonstrando, pela primeira vez, uma relagao direta entre a ativagdo do GPR40 e a
ativacdo da NADPH oxidase em linhagem de células secretoras de insulina.
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