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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 secrec¢ao 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 p22Phox, gp91Phox p67phox,
p40Pox @ p47rhox A secrecdo de insulina e o contedido 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 p47Pho* e p40P"X 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 p22P"> da NADPH oxidase (RNAi-p22°Pho%), As células BRIN-
BD11 expressam a enzima NADPH oxidase. O aumento da concentracéo de glicose
paralela com aumento substancial da secre¢édo de insulina, causa reducdo no CS
dessas células. Entretanto, a presenca do GW9508 potencializa a secrecdo de
insulina em altas concentragdes 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 estimulagdo com GW9508 foi paralelo com aumento da translocacéo
da subunidade p47Ph°* do plasma para a membrana. Com a inibicdo da NADPH
oxidase o efeito do GW9508 ndo ocorreu, sugerindo que ha uma correlacédo 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 ceélulas
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
(p22Phox gp91Pox p67PoX p4QPhox e p47rhox) 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 p47Ph°x and p40Ph° 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
using a small interference RNA against the NADPH oxidase subunit p22Phox (siRNA-
p22rhoXy 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 p47Ph°* 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.



INTRODUCAO

1.1 Pancreas endoécrino

O péancreas é um 0rgao 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: (I) as
células A ou a, compdem aproximadamente 26% das células da ilhota e sao
responsaveis pela sintese e secre¢ao do horménio glucagon; (1) as células B ou 3,
compdem aproximadamente 64% das células da ilhota e sdo responsaveis pela
sintese e secreg¢ao do hormdnio insulina; (lll) 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 comunicacdo 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 localizagéo
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



se aglutinam em vénulas coletoras antes ou depois de sair da ilhota (6). Este arranjo
cria um sistema capaz de transportar altas concentracdes 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
o0 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 o hormdnio
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, o0s eritrocitos possuem algumas dezenas de receptores enquanto que
adipécitos, hepatdcitos e células musculares apresentam milhares destes e, dessa
forma, s&o 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 (azB2), composta de duas
subunidades a e duas 8 unidas por duas pontes dissulfeto. As subunidades a sao
extracelulares e contém sitios de ligacdo para a insulina, e as subunidades B,
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 az82, 0 que leva ao
primeiro passo da ativacao do receptor, que € a trans-autofosforilacdo dos residuos
de tirosina Tyr'1%8 Tyr162 e Tyrl163 |ocalizados na porcdo citoplasmatica das

subunidades B (12, 13). Esses pontos fosforilados atuam como ponto de ancoragem



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 hidrdlise de duas ligactes
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 hormoénios
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 ceélulas hepaticas e pancreaticas que possui alta especificidade para a



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?2)
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 (Kare) com subsequentemente despolarizagdo 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¢ado 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 presenga de glicose (25-28).
Classicamente, se conceitua que os AGL modulam o processo de secrecédo 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 concentracdes 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 extrusdo dos granulos de insulina (29, 30).



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?*]i 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
contém a subunidade a da familia Gq (Gag), que leva a ativacdo da
fosfolipase C (PLC) (37-39). A ativacdo da PLC induz a hidrdlise do fosfatidilinositol
4,5-bifosfato dando origem ao DAG e IP3 que levam, respectivamente, a ativacao da
PKC e a mobilizagéo do célcio do reticulo endoplasméatico (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 Gag-PLC, por

esse 4cido graxo, esta relacionado com a principal fonte de aumento da [Ca?*]i por



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 Gag/11, liga-se ao dominio C1 da PKD1 gerando uma sequéncia de fosforilacdes
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

ECso= 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?']i mediado pela Gag11 (33) e a dependéncia da presenga 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 GPR40.
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 (O2*) em neutrofilos (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 a membrana a gp91P"x (ou NOX2) e a p22Phx (“phox” vem
de phagocyte oxidase), e pelas subunidades citosodlicas regulatérias a p67°Pho%, a
p40rhox e a p47rhox (69-71). A proteina p22P"o* é considerada essencial para a
estruturacdo e ativacdo da NADPH oxidase (72), pois em juncdo com a gp91phox
forma a proteina heterodimérica ligada a membrana referida como flavocitocromo
b558 (65, 73, 74) sendo esse o0 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 p47Pho e isso faz com que todo o complexo citosélico
(P67P"X p4QPhox e p4QPoX) 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°Phox esta inteiramente livre do citoesqueleto, enquanto que a
maioria das proteinas p67Ph°x estd associada ao citoesqueleto do citosol (78).
Enquanto em repouso, a proteina p40Phox esta fortemente acoplada a p67Phox (79) e,
durante a ativacdo da enzima, essas subunidades migram para a membrana para
em seguida se dissociarem (80, 81). A subunidade p47°P°x é responsavel por

reorganizar as subunidades citosélicas (p67°"°% e p40P">) promovendo a migracéo
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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 p22Ph°* em sua por¢do aminoterminal, enquanto que a porcéo carboxiterminal
esta associada com a p67Phox (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 p47Phox (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
fosforilagdo da subunidade p40Phox e p47°Pox 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 (O2) como aceptor final de
elétrons. O aumento transitério do consumo de oxigénio por essas células devido a
atuacdo da enzima NADPH oxidase € um fenémeno denominado de burst
respiratério. Através da reducdo da molécula de oxigénio, a enzima catalisa a
producdo de anions superéxido (O2*) e utiliza, preferencialmente, como doador de
elétrons a molécula de NADPH. Os radicais superoxido sdo convertidos em peroxido
de hidrogénio (H202) em reacéo espontanea ou em reacao de dismutacao catalisada
pela superéxido dismutase (SOD). A interacdo entre H202 e O2* conduz a formacao
do radical hidroxila OH*, que juntamente com o O2* e o H202 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 O2* e 0 H202, 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 H202 modulando a expresséo de diversos genes (93). A via de
transmissdo de sinais e de ativagao da transcricdo da janus quinase (JAK/STAT)
também €& ativada pelo H20:2 (94), sugerindo que o H202 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 pés-transcricionais e pos-transducionais.
O H20:2 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
H202 induz a fosforilagdo em tirosina da fosfolipase Cy (PLCy), que produz
inositol 1,4,5 - trifosfato (IP3s) e esse liga-se ao receptor IP3/Ca?*, no reticulo
endoplasmatico, elevando a [Ca?*] (96). O aumento da concentracdo da [Ca?']i é a
somatoéria ao influxo do Ca?* extracelular com o remanejamento do Ca?* dos

estoques intracelulares (97).

Estudos demonstraram que, nas células B, o H202 aumenta a concentracao
da [Ca?*]i 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 manutencéo de uma
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concentracdo basal de H202 pode ser necessaria 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?*; (Il) as PKCs novas d (delta), € (épsilon), n (eta) e 6 (teta)
que sdo similarmente ativadas por DAG, mas ndo 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 sdo alostericamente ativadas por
interacdo com seu dominio Phox/Bem1; (IV) quinases relacionadas a PKC (PKN1, 2

e 3) que sdo 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 plasmatica (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 Gag11 (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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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 secrecdo de insulina induzido
pela glicose. O GW9508 promove a migracdo da subunidade p47°P"X 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-p22Phox 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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