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RESUMO

Wailemann, R.A. M. Estudo do papel da proteina HSP27/25 na acao
da prolactina humana recombinante em células beta pancreaticas.
2013. 166p. Dissertacdo - Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias
Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo.

Um dos objetivos no tratamento de Diabetes mellitus é aumentar a
funcao, proliferacdao e sobrevivéncia de células beta pancreaticas, pois o
transplante de ilhotas pancreaticas é severamente limitado pela escassez
de doadores de drgaos. Nés mostramos que prolactina recombinante
humana (rhPRL) apresenta efeitos benéficos em células beta, inibindo a
apoptose. Recentemente reportamos o aumento dos niveis de expressao
da proteina antiapoptética HSP27/25, regulada por rhPRL em ilhotas
humanas. Nosso objetivo é explorar o papel de HSP27/25 na citoprotecao
induzida por prolactina em células beta.

Métodos: Células MIN6 parentais e silenciadas para HSP25 foram privadas
de soro por 24h e cultivadas na presenca ou auséncia de rhPRL
(300ng/mL). Posteriormente foram tratadas na presenca ou auséncia de
uma combinacao de citocinas (TNF-a, INF-y e IL-1B) por diferentes
periodos de tempo. A apoptose foi avaliada usando-se andlise por
citometria de fluxo. Os niveis de expressdao génica de HSP27/25 e
membros da familia BCL-2, da expressdao proteica de membros desta
mesma familia, além de Caspase-9, Smac-Diablo HSP27/25, HSTF1, pP38
e pSTAT1 foram analisados por Westen blot. Ainda, foram avaliadas a
atividade de Caspase-8 e -3, por ensaios fluorimétricos.

Apdés o tratamento com rhPRL e citocinas, a proporcao de nucleos
fragmentados aumentou em células silenciadas para HSP25 (p<0,05),
guando comparadas com células controles. A inibicdo da atividade de
Caspase-3 e -8, tanto quanto os niveis de expressao proteica de caspase-

9, por rhPRL e 0 aumento da razao de expressao Bcl-2/Bax e Bclx/Bax



foram revertidos em células silenciadas (p<0,05). Além disso, a cinética
dos niveis de expressdao de HSP27/25 e HSTF1 foram estudadas em
culturas de ilhotas pancredticas humanas, mostrando que enquanto
HSTF1 apresenta um aumento significativo (p<0,01) nos niveis de
expressdao proteica apdés 10min de tratamento com rhPRL, HSP27
alcancou seu nivel maximo apdés 2h do tratamento hormonal.
Adicionalmente, foi detectado um aumento significante (p<0,05) nos
niveis de fosforilagcdo de STAT1 e de p38, apdés 10min, atingindo o pico de
expressao apds 30min (p<0,01) do tratamento com rhPRL.

Estes estudos demonstram o papel chave de HSP27/25 sobre os efeitos
citoprotetores induzidos por rhPRL, desde que a auséncia desta proteina
aboliu completamente os efeitos benéficos induzidos por PRL sobre a
morte de células beta. Ainda, nds fornecemos pela primeira vez,
evidéncias da corregulacao de HSP27 e HSTF1 induzidas por rhPRL em
células humanas pancredticas, que pode estar sendo mediada pela
ativacao de STAT1 e p38. Coletivamente, nossos resultados podem
conduzir para a atenuacao da morte de células beta por meio da regulacao
de uma via de protecdao enddgena, a qual é independente da modulacao

do sistema imunoldgico.

Palavras-chave: Células beta pancreaticas, Diabetes mellitus, prolactina,
apoptose, HSP27/25.



ABSTRACT

Wailemann, R.A.M. Role of HSP27/25 in PRL-induced cytoprotective
effects on beta cells. 2013. 166p. Masters Thesis - Graduate Program in

Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

One of the goals in Diabetes mellitus treatment is to enhance pancreatic
B-cell function, proliferation and survival since transplantation of
pancreatic islets is severely limited by shortage of organ donors. We have
shown that recombinant human prolactin (rhPRL) inhibits beta-cell
apoptosis. We have recently reported PRL-induced up-regulation of the
anti-apoptotic HSP25/27 in human islets. Since the function of HSP25/27
in beta-cells has not been directly studied, we set out to explore the role

of HSP25/27 in prolactin-induced beta-cell cytoprotection.

Methods: Parental and HSP25 knocked-down Min6 cells were serum-
starved for 24h and then cultured in the presence or in the absence of
rhPRL (300ng/mL) for different time periods. Apoptosis was evaluated
using flow cytometry analysis. Levels of Bcl-2 gene family members,
caspase-9, Bcl-2, Bclx,, Bax, Smac-Diablo, HSP27/25, HSTF1, pStat-
1,pP38 were studied by western blot. Caspase-3 and -8 activity, were

evaluated by fluorimetric assays.

Upon cytokines and rhPRL treatment, the proportion of fragmented nuclei
was increased in HSP25 silenced cells (p<0.05) when compared to control
cells. The inhibition of cytokine-induced capase-3 and -8 activity as well
as Bcl-2/Bax and Bclx, /Bax ratios and caspase-9 protein levels mediated
by rhPRL in wild type cells was reverted in knocked-down cells (p<0.05).
Moreover, the kinetics of HSP 25/27 and HSTF1 expression levels studied
in primary cultures of human pancreatic islets showed that while HSTF1
presented a significant increase (p<0.01) in protein expression level after
10 min of rhPRL treatment, HSP27 reached its maximum expression level

upon 2h of hormonal treatment. Additionally, a significant (p<0.05)



increase in both P38 and STAT1 phosphorylation levels were detected
after 10min of rhPRL treatment reaching the highest levels upon 30 min

(p<0.001) of hormonal treatment.

Therefore, we demonstrated a key role for HSP25/27 in rhPRL-induced
cytoprotective effects, since the lack of this protein completely abolished
the beneficial effects induced by PRL on beta-cell death. Moreover, we
provided for the first time, evidence for the co-regulation of HSP27 and
HSTF1 induced by rhPRL in human pancreatic cells which could be
mediated by activated STAT1 and P38. Collectively, our results could lead
to the mitigation of beta-cell death through the up-regulation of an
endogenous protective pathway which is independent on the modulation

of the immune system.

Keywords: Beta-cell, Diabetes mellitus, prolactin, apoptosis, HSP27/25.
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1.1. Pancreas

O pancreas é um 6rgao que se encontra, nos seres humanos, na parte
superior da cavidade abdominal. Ele se localiza ao longo da borda inferior do
estbmago e é composto por trés partes: cabeca, corpo e cauda (Figura 1).
Esse 6rgdo é uma glandula mista, exdcrina e enddcrina, que desempenha um
papel central na digestdao e metabolismo, como na utilizacdo e estocagem de
substratos energéticos. As células dos acinos (Figura 2B) sdao responsaveis
pela secrecdo exocrina enzimatica, a qual desempenha funcdo nos processos
digestivos, pois além da producdo de ions, bicarbonato de sédio e nucleases,
0 suco pancreatico contém enzimas proteoliticas, lipoliticas e amiloliticas.
Todas as enzimas proteoliticas e algumas lipoliticas sao secretadas na forma

inativa de pré-enzimas (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo enzimatica do suco pancreatico humano.

Enzimas Proteoliticas Enzimas Lipoliticas Enzimas Amiloliticas

Quimiotripsinogénio* Lipase Amilase
Tripsinogénio* Pré-fosfolipase A*
Pr6-elastase*
Pro-carboxipeptidade A*
Pro-carboxipeptidade B*

*Enzimas produzidas na forma de pré-enzimas

A modulacdo da secrecdo é feita principalmente por secretina,

colecistocinina (CCK) e gastrina, e € recolhida pelos ductos que confluem
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para o ducto pancredtico, também denominado ducto de Wirsung, que
desemboca no ducto colédoco, comum a glandula biliar e que se liga ao
duodeno através do Esfincter de Oddi (Figura 1).

O péancreas endocrino é composto por aglomerados celulares diferentes
do tecido exocrino, designados de ilhotas de Langerhans ou ilhotas

pancreaticas, e ndo fazem conexdo com os ductos.

Figado

; 0 b Estémago
=) Ducto Biliar
y \ 7 Comum
\ Pancreas
Pincreas
| : !
Cabeca Corpo Cauda

Duodeno

Ducto Pancreatico
Ducto Biliar Comum

Esfincter de Odddi

Copyright © 2003 Mckoseca Hoath Sclfons LLC. AN rghts neservod

Figura 1. Representacdo esquematica da anatomia pancreatica. Pancreas estd
localizado na cavidade abdominal e é composto por trés partes: cabeca, corpo e cauda. A
secregdo exocrina é captada pelo ducto pancreatico, que desemboca no ducto colédoco,
comum a glandula biliar e que se liga ao duodeno através do Esfincter de Oddi. Adaptado de
http://www.ogrupo.org.br/glandula pancreas.asp (acesso em 07/05/2013)
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1.1.1 Ilhotas de Langerhans

Paul Langerhans identificou as ilhotas de Langerhans, que
correspondem a parte enddcrina do pancreas em 1869. Em um ser humano
adulto e saudavel, esta é constituida por 1 a 2 milhdes de ilhotas de
Langerhans, que correspondem a 1 a 2% da massa total pancredtica, sao
altamente vascularizadas, recebendo de 10 a 15% do fluxo sanguineo
pancreadtico, e secretam hormodnios diretamente na corrente sanguinea
(Figura 2B) (Molina, 2004).

Cinco tipos celulares constituem as ilhotas pancreaticas (Tabela 2),
havendo predominancia de células beta (B), que representam 73 a 75% do
total e sdo responsaveis pela producao e secrecdao dos hormonios insulina e
amilina (Figura 2C). Em humanos, ndao ha uma disposicao definida das

células na ilhota, no entanto, a citoarquitetura difere entre as espécies.

Tabela 2: Composicao e producao celular das Ilhotas pancreaticas.

Tipo celular Composicao (%) Producao Hormonal
Células alfa 18 - 20 Glucagon

Células beta 73 -75 Insulina e Amilina
Células delta 4 -6 Somatostatina

Células PP 1 Peptideo Pancreatico
Células Epsilon >1 Grelina

A funcdo pancreatica enddcrina normal, que envolve a producdo e
liberacdo dos hormoénios insulina e glucagon, é essencial para o controle

fisioldgico da homeostase de glicose. Este processo envolve a regulagao do
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balanco entre a liberacao de glicose hepatica, proveniente da glicogendlise e

gliconeogénese e absorcdo da glicose da dieta.

5'}_ e Ducto Pancreatico
— &

: : o)
o e e Ly el A
i A - I e '(

Células delta produtoras

= de somatestating
Celulas alfa prodhtoras | =

Acinos Pancreiticos
de glucagon |
M

Células beta produtoras

=

IIhotas Pancreiticas
{enddcrino)

lhotas de Langerhans

Figura 2. Esquema histolégico de uma ilhota pancreatica. A- Pancreas, com destaque
para o duto pancreatico. B- O pancreas é composto por dois tipos principais de tecidos: o
exdcrino, composto pelos acinos e o enddcrino, composto pelas ilhotas de Langerhans. C- As
ilhotas por sua vez sdao compostas por diferentes tipos celulares sem uma organizagao
definida, em humanos. Adaptado de http://www.afh.bio.br/endocrino/endocrino2.asp
http://imunologia96.wordpress.com/2013/01/25/ (acesso em 07/05/2013)

1.2. Insulina

A insulina foi descoberta em 1921 por Sir Frederick Grant Banting e o
estudante de medicina Charles Best. Sua etimologia tem origem do latim
insula significando "ilha", e, associada ao sufixo ina que corresponde a
"natureza de", em relagdo a sua producdo e secrecdo pelas células beta das
ilhotas de Langerhans, no pancreas. Essa molécula consiste de uma pequena
proteina de 51 aminoacidos (aa) distribuidos em duas cadeias polipeptidicas
(A-21 aa e B-30 aa), que sao mantidas unidas por duas pontes de dissulfeto
intermoleculares. Uma terceira ponte de dissulfeto esta presente na cadeia A
(Figura 3B).
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A insulina é produzida inicialmente na forma de preproinsulina (109
aa). Esta sofre a clivagem do seu peptideo sinal durante a insercao no
reticulo endoplasmatico, gerando a proinsulina que, por sua vez, sofre uma
segunda clivagem no Complexo de Golgi, gerando o peptideo C e a insulina,
que sdo, entdo, empacotados em granulos secretorios e posteriormente,
secretados conjuntamente (Figura 3) (Orci; Ravazzola et al., 1987). Os
granulos secretérios contém hexameros de insulina, que sao mantidos por
dois ions de zinco, que interagem com residuos de histidina das seis
moléculas (Baker; Blundell et al., 1988; Ciszak and Smith, 1994).

Somente 5% destes granulos ficam disponiveis para liberacao rapida,
enquanto que os 95% restantes ficam armazenados e necessitam de
modificagdes quimicas e fisicas para serem secretados (Parsons; Coorssen et
al., 1995). A existéncia desses dois conjuntos de granulos é utilizada para
explicar o padrao bifasico da secregcao de insulina (Curry; Bennett et al.,
1968; Henquin; Nenquin et al., 2006) (Figura 3A).

Substratos energéticos metabolizadveis pela célula beta pancreatica,
principalmente a glicose, estimulam a secregao de insulina. O transportador
de glicose (GLUT2) é uma proteina integral da membrana de células beta,
que possui Ky e Vuax elevados, o que permite que o transporte de glicose

aumente rapidamente somente quando a glicemia se eleva.
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Figura 3. Representacdao esquematica do processo de sintese e secrecao de
insulina. A- Apds a transcricdo do mRNA da preproinsulina, esta é sintetizada no RE, na
forma de preproinsulina e convertida a proinsulina. Entdo, esta é transportada através do
aparato do Golgi e empacotada na forma de granulos imaturos, sendo processada em
insulina e peptideo-C. Apés o estimulo de glicose, a insulina exibe duas fases de liberagdo:
1- fase rapida e transiente — aproximadamente 5% dos granulos estdo prontos para
liberacao imediata e sao chamados de "readily releasable pool" (RRP). 2- A maior parte dos
granulos (95%) pertence a um pool de reserva e é responsavel pela segunda fase de
secrecdo de insulina, os granulos deste pool deverdo sofrer mobilizacdo antes da liberacdo.
B- Apods a ultima clivagem a molécula de insulina é composta por duas cadeias: A (21 aa) e
B (30 aa), unidas por duas pontes de dissulfeto. H4 uma terceira ponte de dissulfeto na
cadeia A. (Acesso em 07/05/2013. Adaptado de Ren, Jin et al., 2007 e
http://diabetesmellituskarinapacheco.blogspot.com.br/).

Duas enzimas sao responsaveis pela fosforilacdo de glicose a glicose-6-
fosfato (G-6-P), apds sua entrada na célula beta. A hexoquinase (ou
glicoquinase) que apresenta uma baixa afinidade por glicose (Kyv entre 6 a

11mmol/L), e a hexoquinase I, de alta afinidade (Kmy < 0,1mmol/L). Nas
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células beta existe expressao majoritaria da glicoquinase, fato que lhe
confere o papel preponderante na fosforilacdo da glicose nas células beta, na
regulacdo do fluxo glicolitico e, portanto, na secrecdo de insulina,
caracterizando essa enzima como o sensor da glicose nessas células. O
destino preferencial da G-6-P na célula beta é a glicdlise.

O metabolismo de glicose gera ATP e o aumento da relacao ATP/ADP
no citoplasma provoca o fechamento dos canais para potdssio sensiveis ao
ATP e a consequente despolarizacao da membrana celular com a abertura de
canais para calcio sensiveis a voltagem. O aumento do influxo de calcio para
a célula beta resulta em despolarizacdo suplementar da membrana
plasmatica e desencadeamento do processo de exocitose dos granulos de
insulina (Bratanova-Tochkova; Cheng et al., 2002; MacDonald e Wheeler,
2003) (Figura 4A).

O receptor de insulina é do tipo tirosina quinase do tipo II que, uma
vez ativado, dispara uma autofosforilagdo em varios substratos chamados de
IRS (Insulin Receptor Substrate). Os IRS, por sua vez, facilitam a interacao
do receptor com outros substratos, ativando diversas vias de sinalizagao,
principalmente as vias fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) e das Mitogen-

activated protein Kinases (MAPK) (Figura 4B).
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Figura 4. Representacao esquematica da secrecao de insulina induzida por glicose
e sua acao em tecidos periféricos. A- Apos a captacdao de glicose pelo transportador de
glicose tipo 2 (GLUT2), esse acglcar € metabolizado, o que leva a um aumento da razdo
ATP/ADP. Este aumento causa a inativacdao do canal de potassio dependente de ATP, o que
causa uma despolarizacdo na membrana, ocasionando a abertura de canais de calcio
dependentes de voltagem e permitindo um influxo de ions de célcio (Ca®*). O aumento dos
niveis intracelulares de Ca®* leva a liberacdo da insulina presente nos granulos prontos para
liberacdo. B- Em tecidos periféricos, apdés a ativacdo do receptor de insulina, varios
substratos deste receptor (IRS) sdo fosforilados, o que pode ocasionar efeitos de rapidos a
tardios, como: translocacdo do transportador de glicose (GLUT4) para a membrana,
regulacdo de proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas,
regulacdo da expressdo génica e crescimento celular (Acesso em 10/05/2013. Adaptado de:
http://intmed.exblog.jp/m2010-01-01/ ).

Os efeitos da insulina no organismo podem ser divididos em: precoces,
intermediarios e tardios. Imediatamente apds a ativacdo do receptor de
insulina ocorre, por exemplo, a translocacdao do transportador de glicose
GLUT4 do citoplasma para a membrana celular nos tecidos que apresentam a

expressao deste receptor (predominantemente nos tecidos adiposo e
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muscular estriado), o que permite um rapido transporte de glicose para o

interior da célula (Figura 4B).

Tabela 3: Efeitos da insulina no metabolismo de carboidratos, gorduras e

proteinas.

Efeitos metaboélicos

Insulina estimula

Insulina inibe

Metabolismo de
Carboidratos

Transporte de glicose através da
membrana celular no tecido

adiposo e musculo

Glicolise no musculo e tecido
adiposo

Sintese de glicogénio,

principalmente no musculo e
figado

Quebra de glicogénio no musculo e
figado
Glicogendlise e gliconeogénese no

figado

Metabolismo de
Lipidios

Sintese de acidos graxos e
triacilglicerol nos tecidos
Captacdo de triacilglicerideos do

sangue para o tecido adiposo e
musculo

Sintese de colesterol no figado

Lipdlise no tecido adiposo

Oxidacdo de dcidos graxos no
musculo e figado

Cetogénese

Metabolismo de

Aminoacidos

Transporte de aminodcidos para
os tecidos

Sintese de proteinas no

musculo, tecido adiposo, figado
e outros tecidos

Degradacdo de proteina no musculo

Formagao de Uréia

(Adaptado de Molina, 2004).

Ainda, entre os efeitos rapidos e moderados, podemos destacar que a

insulina atua na regulacdao e na modulagao da sintese de enzimas envolvidas

no processo metabdlico, ativando ou inibindo processos (Tabela 3). Os

efeitos no crescimento e diferenciacao celular podem ser considerados entre

os efeitos tardios da agdo insulinica (Figura 4B).
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1.3. Diabetes mellitus

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes “Uma epidemia de
diabetes mellitus (DM) estd em curso”, devido ao aumento vertiginoso de
individuos com diabetes mellitus e de mortes relacionadas tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (Bach, 2002; Okada; Kuhn et al.,
2010). O Diabetes mellitus nao é uma doenca Unica, mas um grupo
heterogéneo de disturbios metabdlicos que apresentam em comum a
hiperglicemia. Esta hiperglicemia € o resultado de defeitos na acdo da
insulina, na secrecao desta ou ambos.

A denominacgdo diabetes foi utilizada pela primeira vez pelo grego
Araeteus (Sec. II d.C.), com o significado de sifao, nome relacionado pela
polilria que o caracteriza. Quanto ao nome mellitus, deve-se ao sabor
adocicado da urina (Linguagem Médica, 2004). A classificagdao proposta pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS), pela Associacdo Americana de
Diabetes e recomendada pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) é
baseada na etiologia e ndao no tipo de tratamento e inclui quatro classes
clinicas: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
Diabetes mellitus gestacional (DMG) e outros tipos especificos de DM.
Existem, ainda, outras duas categorias referidas como pré-diabetes, no
entanto podem ser consideradas como fatores de risco: glicemia de jejum

alterada e tolerancia a glicose diminuida.
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Independente da forma de DM, os individuos podem apresentar alguns,
mas nao todos os seguintes sintomas: sede excessiva (polidipsia), diurese
frequente (poliuria), fome extrema (polifagia), perda de peso sem causa
aparente, presenca de glicose na urina (glicosuria), cansaco ou fadiga,
alteracdes na visao, dorméncia ou formigamento nas extremidades (maos e
pés), demora para a cicatrizacdo de feridas e maior frequéncias de infecgoes

(SBD, 2013).

1.3.1. Diabetes mellitus tipo 1

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é um processo inflamatério autoimune
orgao-especifico caracterizado pela destruicdo seletiva de células beta
pancreaticas produtoras de insulina, o que leva a uma deficiéncia absoluta na
producao de insulina. A auséncia do hormoénio impede o recrutamento de
GLUT4 para a membrana das células alvo, o que causa uma dificuldade na
absorcao de glicose, levando consequentemente a uma elevagao da glicemia
em forma cronica (Figura 5) (Lukic; Stosic-Grujcic et al., 1998; Todd, 2010).
DM1 é um disturbio enddcrino-metabdlico cronico mais freqliente na infancia
(Who Diamond Project Group, 1990) e manifesta-se geralmente abaixo dos
30 anos de idade, concentrando-se no periodo escolar e na adolescéncia em
90% dos casos (Cavalcante; Gongalves et al., 1995; Gomes; Aguiar et al,

1996; Scott; Smith et al., 1997).

39



Introducao

Type 1 Diabetes

1. The stomach
changes food
into glucose,

2. Glucose enters
the bloodstream.

5. Glucose builds

up in the
bloodstream.
3. The pancreas
makes little or
no Insulin.
4, little or no Insulin
enters the blocdstream. ).
Copyright © 2001 WehMD Carporation

Figura 5. Representacdo esquematica de Diabetes mellitus tipo 1. Em diabetes
mellitus tipo 1 pouca ou nenhuma insulina é produzida e secretada. Isto promove a
deficiéncia de absorcdo da glicose, produto da dieta, por exemplo, pelos tecidos periféricos.
O aumento da glicose circulante no sangue causa a hiperglicemia e complicagdes
relacionadas a diabetes (Adaptado de http://www.mindthesciencegap.org/2012/01/30/type-1-

diabetes-on-the-rise/ acesso em 05/maio/2013)

O DM1 é um importante problema de salde publica mundial, visto que
0o numero de individuos com DM segundo a OMS ¢é estimado em
aproximadamente 350 milhdes de pessoas e destes, acredita-se que entre
17,5 e 35 milhdes representem individuos com DM1 (WHO, 2012). A OMS
também estima que o numero de mortes associadas a DM duplique entre
2005 e 2030. Relacionado a isto é importante destacar que o numero de

Obitos devido a DM1 atingiu 6% do total de Odbitos em ambito mundial,
40



Introducao

associados principalmente a doencas cardiovasculares (50% dos casos)
(WHO-DIAMOND Project Group, 2006). Apesar de apresentar uma incidéncia
variavel, estima-se que haja um aumento anual de 3,2% no numero de
casos mundialmente, principalmente entre criancas e adolescentes
(Kantarova and Buc, 2007).

No Brasil ndao existem dados precisos sobre a incidéncia desta doenca,
sendo que foi estimado, haver em 2005, 8 milhdes de individuos com DM e
dentre estes de 5 a 10% correspondem a DM1, indicando que cerca de 600
mil sdo portadores da doenca (Gomes e Dib, 2006). Apesar do diagndstico
de cerca de 60% dos portadores de DM1 ser feito em até 30 dias apds
apresentarem os primeiros sintomas, manter a glicemia sobre controle é
uma das dificuldades apresentadas pelos portadores da doenca e apenas
15% dos diagnosticados possuem os niveis de hemoglobina glicada (HbA1c)
menor do que 7%, média considerada adequada para o ndo aparecimento de
complicacdes cronicas (Moraes, 2012).

Os mecanismos moleculares envolvidos no inicio e progressao da
doenga ainda nao sao completamente entendidos. No entanto, sabe-se que a
predisposicao genética (poligénica), fatores ambientais e imunoldgicos
podem estar envolvidos nesta doenca. O processo de destruicao autoimune
ocorre quando ha uma inflamacao local das ilhotas pancreaticas (Roep;
Gepts, 2003; Gepts e Lecompte, 1981). Mediadores inflamatérios contribuem

para a indugdao e amplificacdo da reagdo imune contra células beta e, em
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fases posteriores, para a estabilizagdo e manutencao da insulite (Elzirik e
Mandrup-Poulsen, 2001; Cnop, 2005; revisado por Eizirik; Colli et al., 2009).
A infiltracdo por macréfagos e linfocitos desencadeia a secrecdo de uma
variedade de citocinas pro-inflamatdrias, as quais as células beta sado
extremamente sensiveis (Nielsen; Karlsen et al., 1999; Nielsen; Sparre et
al., 2004; revisado por Thomas; Mackenzie et al., 2009).

Linfocitos infiltrados promovem a citélise pancreatica mediada pela
liberacdo de perforinas e granzimas, além de ativar receptores unidos a
moléculas FAS/APO, causando a lise destas células, ou induzindo a apoptose
por meio da acdo de citocinas pré-inflamatérias, como interferon-y (INF-y) e
fator de necrose tumoral-a (TNF-a). A combinacao destas citocinas induz a
producao de interleucina-1B (IL-1 B) em macréfagos residentes nas ilhotas
(revisado por Thomas; Mackenzie et al., 2009) .

Tanto pancreas de pacientes com DM1 em estagios iniciais, como
modelos animais desta doenca apresentam expressao de TNF- a e IL-1B
(Eizirik e Mandrup-Poulsen, 2001; Kaminitz; Stein et al., 2007; Uno,
Imagawa et al., 2007). Isto levou ao desenvolvimento de ensaios clinicos
baseados no uso de bloqueadores de TNF-a (Mastrandrea; Yu et al., 2009)
ou IL-1B (Pickersgill e Mandrup-Poulsen, 2009) para a prevencao de DMI1.
Ainda, a exposicao in vitro de células beta humanas ou de roedores a uma

combinacao dessas citocinas, mas nao a uma destas citocinas isoladamente,
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desencadeia a apoptose em células beta (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001;
Eizirik; Moore et al., 2008).

Uma vez que no DM1 ha a destruicao de células beta, o objetivo do
tratamento é mimetizar a secrecdo enddgena de insulina desta célula e
manter a glicemia ao longo do dia dentro dos limites de normalidade,
evitando os episddios hipoglicémicos e a ampla variabilidade da glicemia. O
tratamento indicado para este tipo de diabetes é a administragdo de insulina
exdgena que, embora corrija a hiperglicemia, ndo previne o aparecimento
das complicacOes cronicas associadas a esta doenca.

No entanto, hd um grupo de individuos, denominados “hiperlabeis”,
gue apesar de insulinoterapia ajustada, apresentam frequentes e ou intensos
episddios de hipo e hiperglicemia, muitas vezes despercebidos e fatais
(Tattersall, 1977). Nesses casos, o transplante de ilhotas pancreaticas
isoladas de doadores de o6rgdao com morte cerebral € uma terapia a ser

considerada.

1.4. Transplante de Ilhotas Pancreaticas

Segundo a SBD existem trés modalidades de transplante de pancreas
orgao solido: o transplante simultdneo de péncreas e rim, o de pancreas
ap6s o transplante do rim e a menos utilizada é a modalidade de pancreas
isolado. Mesmo com a melhora das técnicas cirurgicas, da imunossupressao
e dos cuidados multidisciplinares envolvidos no transplante de d6rgaos, a falta

de doadores, o procedimento altamente invasivo, com altas taxa de ébito por
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complicagbes durante e no pds-operatério constituem obstaculos a serem
ultrapassados. O transplante de ilhotas pancreaticas surgiu como um avango
clinico no controle glicémico indicado para pacientes “hiperlabeis”. (Gleason;
Gonzalez et al., 2000; Kido; Burks et al., 2000; Shapiro; Lakey et al., 2000;
Dong e Woo, 2001).

As ilhotas sdao implantadas no figado do receptor por meio de uma
infusdo na veia porta. A escolha do figado como local do implante é
decorrente da capacidade deste érgdao em acomodar o volume da infusdo, do
fato de que a insulina é fisiologicamente secretada no sangue portal e do
sucesso clinico alcancado com este sitio de implante (Shapiro; Lakey et al.,
2000; Walsh; Eggleston et al., 1982; revisado por Sa; Gonzalez et al., 1999)
(Figura 6). O procedimento nao requer cirurgia e anestesia geral. Ainda, no
transplante de ilhotas, o receptor nao entra em contato com a secrecao
exocrina, evitando, assim, a possibilidade de complicacdes relacionadas a
producdao das enzimas digestivas, como experimentado no transplante de
orgao total (Ichi e Ricordi, 2008).

No entanto, esta abordagem é limitada pela escassez de doadores de
orgaos, pela baixa sobrevida dessas células apds o transplante e ainda pelos
efeitos colaterais ligados a imunossupressdao (Ryan; Paty et al., 2005;
Kaminitz; Stein et al., 2007; Wenzlau; Juhl et al., 2007). A morte de células
beta associada com inflamagdao nao especifica parece ser mediada, ao menos

em parte, pela producdo de citocinas pro-inflamatdérias como IL-1B e TNF-a
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nas ilhotas transplantadas (Berney; Molano et al., 2001; Gysemans, Waer et
al., 2000; Gysemans; Stoffels et al., 2003). Diante disso, a cultura ex-vivo
destas células, previamente ao transplante, aparece como uma alternativa
atraente, embora a manutencao de ilhotas humanas em cultura nao seja
uma tarefa simples. Em vista desta dificuldade, a estimulagao da proliferagao
de células beta ou da diferenciacdo de células-tronco neste tipo celular,
juntamente com inibicao da morte celular, in vitro, constitui um importante

desafio cientifico.

linota de Langerhans
isolade

llhots no Pancraas lhota na Visia Poria

Figura 6. Representacdo esquematica do transplante de ilhotas pancreaticas. As
ilhotas sdo isoladas do pancreas de doadores cadaveres e infundidas na veia porta do figado
do paciente diabético receptor (Adaptado de: http://www.pro-renal.org.br/diabete 01.php
acesso em 27/05/2013).

O procedimento nao requer cirurgia e anestesia geral. Ainda, no

transplante de ilhotas, o receptor ndao entra em contato com a secrecao
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exocrina, evitando, assim, a possibilidade de complicacdes relacionadas a
producdao das enzimas digestivas, como experimentado no transplante de
orgao total (Ichi e Ricordi, 2008).

No entanto, esta abordagem é limitada pela escassez de doadores de
orgaos, pela baixa sobrevida dessas células apds o transplante e ainda pelos
efeitos colaterais ligados a imunossupressdo (Ryan; Paty et al., 2005;
Kaminitz; Stein et al., 2007; Wenzlau; Juhl et al., 2007). A morte de células
beta associada com inflamagdo nao especifica parece ser mediada, ao menos
em parte, pela producdo de citocinas pro-inflamatdérias como IL-1B e TNF-a
nas ilhotas transplantadas (Berney; Molano et al., 2001; Gysemans, Waer et
al., 2000; Gysemans; Stoffels et al., 2003). Diante disso, a cultura ex-vivo
destas células, previamente ao transplante, aparece como uma alternativa
atraente, embora a manutencao de ilhotas humanas em cultura nao seja
uma tarefa simples. Em vista desta dificuldade, a estimulacao da proliferagao
de células beta ou da diferenciacdo de células-tronco neste tipo celular,
juntamente com inibicdo da morte celular, in vitro, constitui um importante

desafio cientifico.

1.5. Morte Celular
A morte celular € um paradoxo uma vez que em suas varias formas
desempenha um papel essencial na vida. O conhecimento acerca dos

mecanismos envolvidos ainda esta, no ambito molecular, interconectado com
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a sobrevivéncia e proliferacdo celular (Cherlonneix, 2008; Maddika et al.
2007). A morte celular é classificada de acordo com o0s mecanismos
moleculares envolvidos, sendo que estes ndo sdao totalmente independentes.
Os principais tipos de mortes celulares descritos sao: necrose, apoptose e
autofagia. Dentre estas, a morte celular apoptética é a predominante
durante o desenvolvimento, tanto quanto na regulacdao do sistema imune
como na resposta defensiva ao estimulo de doencas.

Embora ndao possa ser excluida a hipétese de células beta morrerem
por necrose, os dados experimentais suportam a apoptose como o principal
mecanismo de morte destas células, tanto em humanos como em murinos
(Augstiein; Elefanty et al., 1998; Chervonsky; Wang et al.,1997; Delaney;
Pavlovic et al., 1997; Dunger; Augstein et al., 1996; Itoh; Imagawa et al.,
1997; Iwahashi; Hanafusa et al., 1996; Kagi; Odermatt et al., 1997; Kurrer;
Pakala et al., 1997; Mandrup-Poulsen, 2001; Mizuno; Yoshitomi et al., 1998;
Rabinovitch; Suarez-Pinzon et al., 1994; revisado por Thomas; Mackenzie et

al., 2009; Terra; Garay-Malpartida et al., 2011 ).

1.5.1. Apoptose

Apoptose é frequentemente chamada de morte celular programada,
embora alguns pesquisadores reservem este termo somente para 0 processo
de morte relacionado ao desenvolvimento. Aproximadamente, 10 milhdes de

células sofrem apoptose por dia em um humano adulto saudavel (Curtin E e
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Cotter, 2003). Semelhante mecanismo €& necessario ndo somente para
preservar a homeostase do organismo, mas para controlar o tamanho de
tecidos e molda-los em diferentes estagios do desenvolvimento, ou controlar
o numero de células imunoefetoras especificas apds a erradicacdo de
patogenos (Los et al., 1999).

As células sofrem muitas alteracdes durante a apoptose como:
condensacao de cromatina, perda do contato com células vizinhas e
encolhimento. Na membrana celular inicia-se a formacao de bolhas, as quais
sao progenitoras dos corpos apoptoticos (Figura 7), que podem conter
organelas funcionais cercadas por membrana plasmatica intacta (Elmore,
2007; Ghavami et al., 2009). A camada lipidica externa da membrana
plasmatica, que envolve os corpos apoptéticos, expde os fosfolipideos
fosfatidilserina, que agem como sinalizadores do processo de morte, atraindo
macrofagos, sendo assim, efetivamente fagocitados (Elmore, 2007; Ghavami
et al., 2009). Assim, além de limitar um dano celular direto, o conteludo
citoplasmatico ndo dispara uma inflamacdo, j@ que ndo entra em contato

com células do sistema imune.
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Apoptose
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Figura 7. Representacdo esquematica de processos iniciadores de apoptose. Varios
estimulos podem ser iniciadores do processo apoptoético: (1) liberacdo de granzimas e
perforinas por células T-citotdxicas, interacdes com os receptores da familia TNFR, lesbes
por radicais livres, toxinas ou radiagdo, deficiéncia do fornecimento de fatores de
crescimento e hormonios; (2) a razdo entre a acdo de membros da familia BCL-2 pode
determinar o inicio da apoptose. (3) Uma vez que o Citocromo c € liberado da mitocondria,
uma cascata de caspases é ativada, determinando a morte celular. (4) Na apoptose,
processo que envolve consumo de ATP e sintese de proteinas, ndo ocorre extravasamento
de material, a célula se fragmenta em corpos apoptoéticos, que sdo fagocitados por células
vizinhas. TPM: transicao da permeabilidade mitocondrial. (Adaptado de: Damiani, 2004)

O mecanismo classico apoptdtico envolve, preferencialmente, duas
familias de proteinas conservadas evolutivamente: a familia BCL-2 (B-cell
limphoma -2), que controla a transicdo da permeabilidade mitocondrial
(TPM) e a familia de Caspases (cysteine-aspartic proteases or cysteine-
dependent aspartate-directed proteases) que medeiam a fase de execugao

da apoptose. Atualmente estdo descritas 12 tipos de caspases pertencentes
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as subfamilias de caspases apoptoticas e inflamatérias. As caspases
apoptoéticas estao classificadas em dois principais grupos: Caspases
iniciadoras (Caspases -2, -8, -9, -10) e Caspases efetoras (Caspases 3, -6 e
-7). As Caspases possuem essencialmente uma cisteina e requerem um
aspartato no sitio de clivagem do seu substrato (proteases cisteinil-aspartato
especificas). Sao expressas em zimdgenos, ou seja, pré-caspases, e sao
ativadas através de estimulos especificos. Este processo, em mamiferos,
pode ser iniciado ou por fatores extrinsecos ou intrinsecos, com um ponto de
convergéncia mediado pela proteina BH3 interacting domain death agonist
(BID) (Duprez; Wirawan et al., 2009). Estudos mostram que BID pode ser
um regulador critico na apoptose de células beta induzida por perforinas e
granzima B e sua auséncia previne a célula de morte (Estella e McKenzie,
2006).

A via extrinseca é ativada pela ligacao de receptores transmembrana,
também conhecidos como receptores de morte (CD95/APO-1/Fas, tumor
necrosis factor a, TNF-receptors, “TNF related apoptosis inducing ligand”,
TRAIL-receptors, associados aos seus ligantes: APO-1/Fas, TNF, TRAIL). Os
diferentes pares receptor/ligante (Fas/FasL; TNF/TNFR1; TRAIL/DR4 e DR5 (
receptores de morte 4 (TRAIL-R1) e 5 (TRAIL-R2)) induzem uma sinalizagao
que atrai moléculas adaptadoras (geralmente FADD, Fas-associated death
domain) que iniciam a cascata de caspases, através do recrutamento e

ativacao das Caspases-8 e -10. Estas, por sua vez, ativam caspases efetoras,
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como a Caspase-3 levando a célula a apoptose (Elmore 2007; Los et

al.,1999) (Figura 8).

Ligand
{FasL, THF-a, TRAIL)

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DRS, ...}

= Activation of
Caspases-3, -6, -7 ™ apoPTOSIS

active Caspase-8

Figura 8: Via extrinseca da apoptose. A ativacao de receptores de morte transmembrana
promove a ativagdao de Caspases iniciadoras (-8 e -10). Estas, por sua vez, ativam Caspases
efetoras (-3, -6, -7), o que leva a apoptose. Ativacdo do DISC - Complexo de morte via
estimulo extracelular. DD: dominio de morte citoplasmatico; DED: adaptador adicional
contendo o dominio efetor de morte celular. (Acesso em 27/05/2013. Adaptado de
Mecanismos da Apoptose, disponivel em:
http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia_id=202&materiaver=1 ).

A via intrinseca pode ser ativada por varios tipos de estimulos, como
dano no DNA e inducdao de citotoxidade por algumas moléculas. Ela é
modulada pelo balanco de membros da familia BCL-2, que possui proteinas
apresentando fungdes pro- e antiapoptoéticas (Zha; Aime-Sempe et al., 1996;
Aouacheria; Brunet et al., 2005). Essas proteinas possuem dominios
altamente conservados chamados de BCL-2 Homology Domains (BH), que

sao essenciais para suas interagdoes e atividades. Muitas destas proteinas
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possuem os dominios BH1-3, mas algumas possuem apenas o BH3, sendo
chamadas de proteinas BH3-only.

A regulacdo é feita através do controle da permeabilidade da
membrana mitocondrial (Barczyk et al., 2005; Elmore 2007; Los et al.,
1999). Durante o estresse celular os efeitos antiapoptéticos de BCL-2 e BCL-
xL (Bcl extra large) sao inibidos por BH3-only e ocorre a desinibicdo das
proteinas pro-apoptdticas BAX (Bcl-2 associated X protein) e BAK (Bcl-2
Homologous antagonist/killer).

BAX normalmente é encontrado em mondmeros sollUveis no citosol ou
associado frouxamente a mitocondria. Com o estimulo apoptotico, esta
proteina sofre mudancgas conformacionais e é translocada para a membrana
onde é inserida e oligomerizada, formando o Mitochondrial apoptosis-
induced channel (MAC), responsavel pelo extravasamento de Citocromo-c
(Figura 9). Outras proteinas pré-apoptoticas, como a Second mitochondria-
derived activator of caspases (Smac) também podem ser liberadas da
mitocondria por mecanismos alternativos (Dejean; Martinez-Caballero et al.,
2005).

A ativacao de BAX e sua insercao na membrana mitocondrial regulam a
expressao de BID (BH (Bcl-2 Homology Domains)-3- interating domain death

agonist).
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Figura 9: Representacdo esquematica da regulacdo de membros da familia Bcl-2.
Bcl-2 inibi a acdo de proteinas antiapoptéticas Bax e Bak. Estimulos de estresse ativam BH3
only, que por sua vez inibe Bcl-2, propiciando o oligomerizacdao de Bax e Bac e sua insergao
na membrana externa mitocondrial. H4 a formagdo do poro (MAC) e extravasamento de
Citocromo ¢, entre outras proteinas para o citosol. Uma vez liberado o Citocromo c, ha a
formacdo do Apoptossomo e inicio de clivagem e ativacao de Caspase-9, ativando a cascata
de caspases. (Acesso em 04/05/2013. Adaptado de Mecanismos da Apoptose, disponivel
em:

http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia id=202&materiaver=1).

Os mecanismos de formacao do poro via BAK nao estao totalmente
elucidados, mas parece que BAK tem agao redundante a BAX. BCL-2 e BCLx,
heterodimerizam com BAX, e a superexpressao de ambos protege as células
de apoptose induzida por diversos estimulos (Dupraz; Rinsch et al., 1999;
Iwahashi; Hanafusa et al., 1996; Liu; Rabinovitch et al., 1996; Rabinovitch;
Suarez-Pinzon et al., 1999). Essas descobertas indicam que estas proteinas
antiapoptodticas sao funcionalmente redundantes (Chao; Linette et al., 1995).

Inclusive, a superexpressao de BCL-2 inibe tanto a ativacdao quanto a
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oligomerizacao de BAX (Antonsson; Montessuit et al., 2001; Mikhailov;
Mikhailova et al., 2001). O extravasamento de Citocromo ¢ para o citosol
promove, com a ligacao de (d)ATP, a ativacao do Apafl (Apoptotic protease
activating factor) e formacao do Complexo Apoptossomo (Barczyk et al.
2005; Elmore 2007; Los et al. 1999). O Apoptossomo ativa Caspase-9 que,
por sua vez, ativa elementos a jusante na cascata de caspases.

A liberacao de SMACs, por sua vez, como € o caso da DIABLO, também
denominada SMAC/DIABLO, antagonizam a acgao dos inibidores de apoptose
(IAP) como o X-linked IAP (XIAP), que se liga as Caspases-9, -3 e -7,
inativando-as, e ao cellular IAP (cIAP) 1 e 2, que interagem com proteinas da
via extrinseca e contribuem para sua inibicdo (Lacasse, Mahoney et al.,

2008).

1.6. Prolactina

A prolactina (PRL) é um hormonio polipeptidico, secretado pela adeno-
hipofise, constituida por uma cadeia de 198 aminoacidos, com peso
molecular de 23 kDa (Lewis; Singh et al., 1971), e estrutura similar a dos
hormonios de crescimento (GH) e lactogénio placentario. No entanto, a
deteccdo na espécie humana sé foi possivel apdés o advento da técnica de
radioimunoensaio (Lewis; Singh et al., 1971; revisado por Verna; Watanabe

et al., 2005).
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No passado, era conhecida apenas por controlar a secrecao lactea,
mas, atualmente, tem acdo sistémica reconhecida, incluindo seu efeito na
reproducdo tanto do ser humano quanto de outros mamiferos (Mathers;
Stovall et al., 1998; revisado por Verna; Watanabe et al., 2005). A PRL atua
de modo sinérgico com a progesterona e o estrogénio na promogao do
crescimento e do funcionamento das glandulas mamarias e outros tecidos
(Lewis, Singh et al., 1971; revidado por Verna; Watanabe et al., 2005).
Sabe-se que em ilhotas pancreaticas, somente células beta possuem o
receptor de prolactina (PRLR) (Brelje; Svensson et al., 2002).

Quando a PRL se liga ao seu receptor (PRLR), sem atividade intrinseca
de tirosina quinase, ocorre a dimerizacao do mesmo. Este processo leva a
ativacao da tironisa quinase associada a ele, Janus Kinase 2 (JAK2). Esta
proteina se autofosforila, promove a fosforilagdo do PRLR assim como o
recrutamento e a fosforilagdo de proteinas da familia Signal Transducer and

Activator of Transcription (STAT).
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Figura 10. Representacdao esquematica da ativacao do receptor de PRL. PRL se liga
ao seu receptor (PRLR), ocorre sua dimerizagdo o que leva a fosforilacdo da proteina quinase
constitutivamente associada ao PRLR, Janus Kinase 2 (JAK2). Este processo leva a
fosforilacdo, dimerizacdo e translocacao nuclear da proteina Signal transducer and activator
of transcription5 (STAT5). Esta por sua vez, liga-se a sequéncias consenso especificas do
DNA nos promotores dos genes-alvo, assim regulando a transcricdo (Acesso em
04/12/2012. Adaptado de: http://www.eritropoyetina.com/biosintesis-y-funcion-biologica/).

O receptor-associated Janus kinase 2 (JAK2) foi identificado como a
principal quinase associada com o PRLR (Rui; Kirken et al., 1994; Han,
Watling et al., 1997) e orienta a fosforilagdo, dimerizagao e translocacgao
nuclear da proteina Signal transducer and activator of transcription 5
(STAT5) que se liga a sequéncias consenso especificas do DNA nos
promotores dos genes-alvo, assim regulando a transcricdao (Schindler e

Darnell, 1995) (Figura 10). Muitos estudos mostram a ativagao e
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caracterizacdo desta via em células beta de roedores (Stout; Svensson et al.,
1997; Brelje; Svensson et al., 2002; Brelje; Stout et al., 2004) e em ilhotas
pancreaticas humanas com aumento dos niveis proteicos e ativacao de JAK2,
STATs 1, 3 e 5 na presenca de PRL (Labriola; Montor et al., 2007).

Estudos demonstram que o tratamento com PRL leva a um aumento da
secrecao de insulina, uma caracteristica da gravidez, tanto in vitro quanto in
vivo (Brelje; Allaire et al., 1989; Brelje; Scharp et al., 1993; Nielsen;
Galsgaard et al., 2001; Weinhaus; Stout et al., 1996; Weinhaus; Stout et al.,
2007). Em culturas primarias de ilhotas pancreaticas humanas, o tratamento
com PRL induz o aumento do nimero de ilhotas pancredticas humanas, bem
como da producdo, estocagem e liberagao basal de insulina pelas células
beta. Em resposta a estimulos fisiolégicos como a incubagdao com solugdes
contendo alta concentracao de glicose (a partir de 11mM), o tratamento com
prolactina humana recombinante (rhPRL) ndo modifica a resposta secretéria
normal das células beta (Labriola; Montor et al., 2007), demonstrando os
efeitos benéficos da acdo de rhPRL nestas células.

Fujinaka e colaboradores (2007) mostraram que em cultura primaria
de células beta de camundongo e células de um insulinoma de rato, INS-1, o
uso de Prolactina (PRL) foi capaz de induzir a protecao de morte celular
induzida por Estrepzotocina (STZ), composto que causa necrose e apoptose

através do dano no DNA, ativacao da poli-ADP-ribose polimerase e deplegdo
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de NAD*, e por Dexametazona (DEX), causador de apoptose pela via
intriseca (Weinhaus; Bhagroo et al., 2000; Fujinaka; Takane et al., 2007).

Além disso, com o uso de inibidores especificos para as proteinas PI3K
(inibidor Wortmannin), Extracellular signal-Regulated kinasel/2 - ERK1/2
(inibidor PD98059) e JAK2 (inibidor AG490) verificou-se que apenas quando
tratadas com AG490 (Figura 11) a citoprotecdo induzida por PRL era
completamente perdida em INS1 quando tratadas com DEX. Estes resultados
foram confirmados por siRNA contra JAK2 (Fujinaka; Takane et al., 2007).
Ainda, em cultura primaria de ilhotas pancreaticas de camundongo tratada
com DEX, o efeito citoprotetor da PRL também é perdido quando estas
células expressam uma variante de STAT5a truncada, que bloqueia a via de
sinalizacdao de STATS induzida por prolactina. Através de siRNA para Bcl-x.
foi percebido que este é necessario para a mediagdo do efeito citoprotetor de
PRL em INS-1 tratados com DEX, pelo menos em parte (Fujinaka; Takane et
al., 2007).

Os mecanismos envolvidos na acao da prolactina em modelos de
ilhotas humanas ainda nao foram completamente identificados. No entanto,
a partir de um estudo de expressao proteica comparativa, por eletroforese
bidimensional acoplada a espectroscopia de massa, entre ilhotas mantidas na
presenca ou auséncia de rhPRL, foram geradas, pela primeira vez,
informacgdes sobre o padrao do perfil de expressao diferencial destas células

induzido pelo tratamento hormonal (Labriola; Ferreira et al., 2007). Dentre
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as proteinas que apresentaram expressdo diferencial, encontra-se a proteina

HSP27, proteina da familia das Heat Shock Proteins (HSPs).
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Figura 11. Representacdao esquematica da inibicdo da via de sinalizagcdao candnica
de PRL por AG490. AG490 é permeavel a membrana plasmatica e se liga a proteina JAK,
impedindo que haja a fosforilacdo desta proteina e dos eventos a jusante, como:
fosforilagdao, dimerizacao e translocacdo nuclear de STATs, impedindo a transcricao (Acesso
em 04/12/2012. Adaptado de: http://www.eritropoyetina.com/biosintesis-y-funcion-

biologica/).

1.7. Heat Shock Protein (HSP)

Uma variedade de proteinas tem sua expressao e ativagdo aumentadas
quando uma célula é exposta a fatores de estresse como temperaturas
elevadas, reducao na suplementacao de oxigénio, agentes infecciosos,
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substancias téxicas ou mediadores inflamatérios. Claramente, esta resposta
reflete um esforco da célula em prevenir ou conter algum dano que poderia
ser induzido por estas condigdes (van Noort; Bisbis et al., 2012). Enquanto o
termo “proteina de estresse” seria mais preciso ao refletir as funcdes
bioldgicas da maioria das proteinas induzidas por estresse, tradicionalmente
€ usado o termo proteinas de choque térmico (Heat shock protein — HSP).
Também por tradicao estas tém sido classificadas em diferentes familias de
acordo com seu peso molecular aproximado.

Recentemente, fez-se uma tentativa de racionalizar a nomenclatura
das HSPs humanas (Kampinga; Hageman et al.,2009), recomendando-se
que o termo “HSP” seja usado para referir-se a proteinas de choque térmico
em geral, incluindo pequenas e grandes HSPs. Enquanto que para a familia
das pequenas HSPs (short HSPs (sHSPs)) como a HSP27 fosse adotado o

termo de familia HSPB (van Noort; Bisbis et al., 2012).

1.7.1. Small Heat Shock Protein (sHSP ou HSPBs)

Pequenas proteinas de choque térmico (sHSPs) compreendem a mais
difundida e, no entanto, ndao t3o conservada familia de chaperonas
moleculares. As sHSPs estdao presentes de procariontes a mamiferos (Arrigo
e Mehlen, 1994), nos quais sao induzidas sob estresse e estao envolvidas na
protecdo celular contra o choque térmico e em varias condicdes ambientais e

fisioldgicas desfavoraveis (Van Montfort; Slingsby et al., 2001; Halsbeck;
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Franzmann et al., 2005; Acunzo; Katsogiannou et al., 2012). Em alguns
modelos, sua expressao é regulada por estrégenos e progesterona (Ciocca;
Adams et al., 1983) e ainda desempenham um papel fundamental na
sobrevivéncia celular (Halsbeck; Franzmann et al., 2005; Acunzo,

Katsogiannou et al., 2012).
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Figura 12. Representacao esquematica de estruturas de HSP27, HSP22 e aB-
cristalina. Indicacdo do dominio N-terminal, o dominio flexivel C-terminal, dominio WDPF e
o dominio cristalino, tdo bem quanto os sitios de fosforilagdo em Serina (S) e Treonina (T)
(adaptado de Acunzo, Katsogiannou et al., 2012).

O genoma humano codifica dez membros da familia das sHSPs (HspB1
(Hsp27em humanos, Hsp25 em murinos) - HspB10), com diferencas no
tamanho, na sequéncia e nas regides N- e C-terminal (Figura 12). No
entanto, mantém as seguintes caracteristicas estruturais e funcionais: baixa
massa molecular de 17 a 28,4 KDa; dominio a-cristalino conservado com
aproximadamente 90 residuos; capacidade de formar grandes oligbmeros;
dinamica estrutura quaternaria e indugdo por condicoes de estresse (Acunzo,

Katsogiannou et al., 2012).
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Ao contrario de outras proteinas de choque térmico, as sHSPs (SHPBs)
sao chaperonas ATP-independentes, capazes de formar complexos
oligoméricos de até 800 KDa, resultado da interacdo de dominios a-
cristalinos de unidades distintas, formando hetero ou homo dimeros, que
sao a base molecular do complexo oligomérico (Lentze e Narberhaus, 2004;

Acunzo, Katsogiannou et al., 2012).

1.7.1.1. Heat Shock Protein 27/25 (HSP27 ou HSPB1)

HSP27 humana, também chamada de HSPB1, HSP25 murina ou HSP28
foi descrita em 1980 quando culturas de células Hela, cultivadas em alta
temperatura, apresentaram a produgdao de uma desconhecida proteina com
peso molecular de 27 KDa (Hickey e Weber, 1982). Sua estrutura primaria é
altamente homodloga a outros membros da familia de sHSP, contendo o
conservado dominio a-cristalino e diferindo nas regides C- e N-terminais
(Figura 12).

HSP27 é expresso em todos os tecidos humanos, principalmente em
musculo cardiaco, esquelético e liso (Sugiyama; Suzuki et al., 2000). Ainda,
HSP27 possui atividade chaperona, prevenindo agregacdo de proteinas
parcialmente desnaturadas ou impropriamente dobradas (Bryantseyv;
Kurchashova et al., 2007).

Entre as vias de morte celular, HSP27 participa principalmente na

regulacao de apoptose. De fato, HSP27 pode prevenir apoptose por protecao

62



Introducao

celular contra choque térmico, efetores de apoptose, estresse oxidativo e
isquemia. HSP27 pode também inativar BAX e bloquear a liberacdo de SMAC
e Citocromo-C (Arrigo, 2007; Garrido; Brunet et al., 2006).

Jackes Landry e colaboradores (1989) foram os primeiros a demonstrar
a relacdo entre HSP27 e a termorresisténcia em um estudo de sobrevivéncia
celular. Mais tarde, o efeito citoprotetor desta proteina foi demonstrado
contra varios efetores apoptoticos (Mehlen; Schulze-Osthoff et al., 1996),
que atuam por diferentes vias. Assim, HSP27 age em diversas localizagoes,
com tamanhos oligoméricos e estados de fosforilacao distintos, conduzindo a
uma orientagao negativa da apoptose (Acunzo; Katsogiannou et al., 2012).

A regulacao da transcricdo de genes de choque térmico é mediada pelo
ativador transcricional Heat shock transcription factor (HSTF ou HSF). HSTF1
esta constitutivamente localizado no citoplasma e no nucleo de células nao
estressadas na forma de mondémero e sem atividade de ligacdo com o DNA.
Através de um desconhecido sinal gerado durante o estresse, HSTF1 torna-
se ativado, localizado no nucleo em estado trimérico, o qual de liga ao DNA
(Huang; Nueda et al., 1997).

Existe apenas um relato na literatura sobre o papel de HSP27 nas
ilhotas pancredticas de camundongos (Dai; Patel-Chamberlin et al., 2009).
Além disso, nosso laboratério mostrou o aumento da expressao desta
proteina em ilhotas pancredticas humanas na presenca de prolactina

(Labriola; Ferreira et al. 2007). Portanto, neste trabalho nos propusemos

63



Introducao

estudar a fungdao da HSP27/25 como uma das proteinas mediadoras dos
efeitos benéficos da prolactina. Estabelecemos como modelo celular a
linhagem de insulinoma murino MIN6 a mais indicada para estudar os efeitos
da prolactina sobre a apoptose, por serem células que possuem um fenodtipo
bastante similar aquele das células beta normais dos camundongos, bem
como, a utilizacdo, fosforilagdo e o transporte de glicose, assim como a
resposta secretdria, estdo bem caracterizados nesta linhagem celular
(Ishihara; Asano et al., 1993). Além disso, a utilizacdo de células MIN6
permite a realizagcdo dos experimentos com uma periodicidade maior. Os
resultados mais relevantes obtidos no modelo murino estdo sendo testados
nas células humanas tendo como objetivo final do nosso grupo aumentar a
quantidade e a qualidade de células beta humanas disponiveis para o

transplante de ilhotas pancreaticas em pacientes com Diabetes do tipo 1.
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Objetivos

2. 1. Objetivo geral
O objetivo geral deste projeto é estudar o papel da proteina HSP27/25
nas células beta pancreaticas como uma das proteinas mediadoras dos

efeitos benéficos da prolactina (PRL).

2.1.1. Objetivos Especificos

2.1.1.1. Validar o modelo de células de insulinoma MIN6 escolhido para este
estudo.

2.1.1.2. Promover o silenciamento de HSP25 em células MIN6 a fim de
estudar a funcao desta proteina na citoprotecao induzida por prolactina.
2.1.1.3. Investigar possiveis mecanismos de inducdo da expressdao da

HSP27/25 mediados por prolactina.
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3.1. Isolamento e cultura primaria de ilhotas pancreaticas humanas

Padncreas humanos de doadores adultos apresentando morte
cerebral (idade média 43+2 anos, n=25) foram removidos de acordo com
as regulamentacdes brasileiras e o Comité de Etica Institucional local
(CEP-HU). A Tabela 4 mostra a caracterizagcao dos doadores. As ilhotas
pancreaticas foram isoladas apds perfusdo ductal do pancreas e digestao
tecidual com Liberase HI (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, Estados
Unidos) ou Colagenase (NB1 Premium Grade e Protease Neutra NB; Serva
Electrophoresis, Heidelberg, Alemanha) de acordo com o método de
Ricordi (Ricordi; Lacy et al., 1988) com modificacdes (Shapiro; Lakey et
al., 2000).

A purificacdo das ilhotas foi realizada utilizando-se um gradiente de
densidade continuo de Ficoll em um processador celular (COBE 2991;
Gambro, Lakewood, CO, Estados Unidos). As preparacoes de ilhotas
utilizadas neste estudo (Tabela 4, itens identificados com *), mostraram
viabilidade superior a 80% e pureza de 80%+2%, como determinado por
marcagao com Newport Green DCF (NG; Molecular Probes, Eugene, OR,
Estados Unidos), um indicador de Zn?* fluorescente excitavel, comumente
utilizado para identificar células beta produtoras de insulina de ilhotas
pancreaticas humanas, devido ao seu alto contelGdo intracelular de Zn®*
(Ichii; Inverardi et al., 2005). A viabilidade celular foi avaliada através do
método fluorescente de live/dead, baseado na incorporacao de diacetato

de fluoresceina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), pelas
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células vivas, ou iodeto de propideo (PI; Sigma-Aldrich), pelas células
mortas.

Apds o isolamento, as ilhotas humanas (2.10* IEQ por 100 cm?)
foram mantidas em meio CMRL 1066 (5,6 mM de glicose) (Mediatech-
Cellgro, Miami, FL, Estados Unidos) suplementado com 100 unidades/mL
de penicilina e 5% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab, Campinas, Brasil)
em garrafas de superficie ndo aderente, em estufa a 37°C, com atmosfera
contendo 2,0% de CO,. Apds este periodo em cultura ndao aderente, as
ilhotas sao colocadas em garrafas com tratamento para aderéncia de
células e mantidas também em meio CMRL 1066 (5,6 mM de glicose)
contendo 10% de SFB e 100 U/mL de estreptomicina / ampicilina, nas
mesmas condicoes.

O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias. Quando as culturas
atingiram 90% de confluéncia, as células foram destacadas com solucao
contendo 0,025% de tripsina e 1 mM de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), lavadas e ressuspendidas em meio fresco. Estas culturas
apresentam cerca de 85% de células beta, segundo resultados prévios do
laboratério (Maria-Engler; Correa-Giannella et al., 2004; Labriola, Ferreira

et al., 2007).
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Tabela 4: Informacdoes dos doadores de ilhotas humanas utilizados neste
estudo.

N2 do isolamento Idade Sexo IMC (Kg/m2)* Isquemia fria (h)** Pureza (%) ***

1 46 F 35 9 60
2 48 F 19 7 90
3 49 F 25 8 60
4 * 58 F 25 6 80
5 * 34 M 25 6 80
6" 57 M 25 21 75
7" 52 F 23 7 90
8 21 M 37 8 80
9 49 M 26 5 60
10 56 F 24 8 95
17 33 F 29 9 90
127 49 F 24 9 95
137 31 F 22 10 80
14 34 F 25 7 60
15 55 M 28 8 90
16 50 F 25 8 90
17 21 M 37 9 80
18 * 34 M 24 6 80
19 * 46 M 21 9 70
20 * 48 F 19 7 80
21 49 F 25 7 60
22 56 F 24 9 95
23 33 F 29 8 85
24 37 M 25 6 95
25 46 F 25 8 85
MédiatEPM 432 2611 8+1 80+2

F, feminino M, masculino

* Indice de Massa Corporal

** Periodo durante o qual o pancreas foi mantido no gelo, desde o0 momento em que foi
coletado, até omomento do inicio do isolamento.

*** Porcentagem de ilhotas na massa total de células pancreaticas ap6s o isolamento de
ilhotas.
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3.2. Cultura de Células MIN6

A linhagem derivada de um insulinoma murino MIN6, responsiva ao
aumento de glicose com consequente liberagcao de insulina (Ishihara,
Asano et al., 1993) foi mantida em meio de cultura RPMI (desenvolvido no
Roswell Park Memorial Institute) (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)
com suplementacdao de 10% de SFB, L-glutamina (2mM) (Sigma),
100U/mL de Ampicilina, 100U/mL de Estreptomicina, 10mM HEPES (acido
4- (2-hidroxietil)-1-piperazineetane-sulfonico) (Sigma), em estufa a 37°C,
com atmosfera contendo 2,0% de CO..

O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias de cultivo. Ao
atingirem, aproximadamente, 80% da densidade de saturacdo, as células
foram destacadas com solugao contendo 1mg/mL de tripsina e 1 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), lavadas e ressuspendidas em
meio fresco. Os estoques celulares foram mantidos nos respectivos meios
de cultura com concentracao final de 40% de SFB e 10% de DMSO
(dimetilsulfoxido) estéril e armazenadas a -190°C. Para este estudo foram
utilizadas culturas celulares de MIN6 que estavam entre as passagens 8 e
20. Todas as linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram testadas

guanto a presenca de Mycoplasma hominis, por reacdes de PCR.

3.3. Cultura de Células HEK293T
A linhagem de células 293T, derivada de células embrionarias de rim
humano 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells (HEK293)), foi mantida

em meio de cultura DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Médium) (Life
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Technologies, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de SFB,
100U/ mL de Ampicilina, 100U/mL de Estreptomicina.

O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias de cultivo. Ao
atingirem, aproximadamente, 80% da densidade de saturacdo, as células
foram destacadas com solugao contendo 1mg/mL de tripsina e 1 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), lavadas e ressuspendidas em

meio fresco.

3.4. Tratamentos Celulares

Previamente a qualquer tratamento celular, as células provenientes
de culturas primarias de ilhotas pancreaticas humanas foram privadas de
soro por 24 h em meio CMRL 1066 suplementado com 0,1% SFB. No dia
seguinte, as células foram tratadas por 30min com Prolactina humana
recombinante (rhPRL) (Pereira; Pouliquen et al., 2001) (200 ng/mL) ou
com veiculo (construcao com o vetor vazio), em meio de cultura CMRL
suplementado com 0,5% SFB e incubadas nestas condicoes por 10min,
30min e 2h (Lawson; Sensui et al., 1982; Sapin; Le Galudec et al., 2001,
Labriola; Montor et al, 2007).

Previamente a qualquer tratamento celular, as células da linhagem
MING6, derivadas de um insulinoma murino, foram privadas de soro por
24h em meio RPMI suplementado com 0,1% SFB. No dia seguinte, as
células foram mantidas nestas condicdes e pré-tratadas por 30min na
presenca de veiculo ou rhPRL (300 ng/mL) e entdo incubadas por 30min,

3h, 6h, 9h, 18h, 24h e 48h na presenca ou auséncia de um coquetel de
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citocinas pré-inflamatoérias (IL-1B, 0,8 ng/mL; TNF-a, 8ng/mL; IFN-y, 4
ng/mL) (Peprotech, Cidade do México, México). Anterior ao tratamento
com rhPRL, a via JAK2 foi bloqueada através da pré-incubagao das células
por 2 h com 1 yM ou 10 uM do inibidor farmacolédgico especifico AG490
(Tocris, Ellisville, MO, Estados Unidos). Células mantidas em meio de
cultivo correspondente, suplementado com 10% SFB, foram usadas como

controles positivos de viabilidade.

3.5. Extracao de RNA

Células da linhagem MIN6 foram plaqueadas e mantidas em meio
RPMI suplementado com 10% de SFB até atingirem 70% de confluéncia e
tratadas como citado no item 3.4. Apds este periodo, os meios das placas
foram removidos, as células foram lavadas com tampdo fosfato-salino
livre de calcio ou magnésio (PBSA). A homogeneizacao foi feita
adicionando-se TRIZOL (Invitrogen) (0,7mL/10cm2) a cada placa de
cultura, as células foram lisadas através da passagem pela ponteira. Cada
amostra foi colocada num tubo, o qual foi incubado a temperatura
ambiente por 5min, visando permitir a completa dissociacao dos
complexos nucleoproteicos. A separacao foi feita adicionando-se
cloroférmio (0,2mL por 1,0mL de TRIZOL) a cada amostra, mantendo os
tubos, primeiro, em agitacdo por 30 seg, depois, incubando-os a
temperatura ambiente por 3min. As amostras foram centrifugadas a
12.000xg por 15min, a 4°C. A fase aquosa, que contém o RNA, foi

transferida para novos tubos. A precipitacao do RNA foi feita colocando-se
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alcool isopropilico (0,5mL por 1,0mL de TRIZOL) a cada amostra e
incubando-as por 10min a temperatura ambiente. Em seguida, foram
centrifugadas a 12.000xg por 10min, a 4°C. Os precipitados contendo o
RNA foram lavados com etanol 75%, centrifugados a 7.500xg por 5min, a
4°C, secos a temperatura ambiente, por 15min e ressuspensos em

0,03mL de H,O DEPC autoclavada, incubando-as a 60°C em Banho Maria.

3.6. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de transcriptase

reversa (RTPCR) e PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

DNA complementar (cDNA) foi gerado através de amostras de RNA
obtidas como descrito em 3.5, apos tratamento com DNase, utilizando-se
SuperScript (Invitrogen). Os primers utilizados para os experimentos de
amplificacdo por gPCR quantitativo foram desenhados utilizando-se o
software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados
Unidos) conectado ao termociclador real-time PCR-system (Applied
Biosystems). As reacoes de gPCR foram quantificadas utilizando um
reagente fluorescente (SYBR Green; Applied Biosystems) (Lekanne
Deprez; Fijnvandraat et al., 2002). Todas as reacdoes quantitativas foram
realizadas em triplicata (n=4 experimentos independentes). A expressao
relativa de um gene alvo foi determinada em comparacao a um gene

referéncia, obtida pela fomula (Pfaffl, 2001):
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AC
Ef gene alvo P gene alvo

Ef sgeno ~C '
controle enddgeno controle enddgeno

Para cada primer, a eficiéncia do gqPCR (Ef) de um ciclo na fase

exponencial foi calculada de acordo com a equacao:

Ef= 10—1/coef|C|ente angular

Ef (%) = (Ef-1) x 100
(Rasmussen; Ekelund et al., 2001). Para garantir que os niveis de
expressao de mRNA eram devidos a uma amplificacao especifica, todos os
resultados de gPCR utilizados neste trabalho foram considerados apenas
gquando o limiar de amplificacdo foi atingido até o ciclo 30. As sequéncias

dos primers utilizados estao listadas na Tabela 5.

Tabela 5. Seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados para a
quantificacdo da expressao génica através de ensaios de RT-
PCR Quantitativa

Gene Segqliéncia do oligonucleotideo (5’ - 3’)
Bax F: CAA GAA GCT GAG CGA GTG TC

R: GAA GTT GCC GTC TGC AAA CA
BCI-2 F: ATG TGT GTG GAG AGC GTC AA

R: ACA GTT CCA CAA AGG CAT CC
BCl-x, F: CAG ACC CAG TGA GTG AGC AG

R: CCG GTT GCT CTG AGA CAT TT
HSP25 F: CAC TGG CAA GCA CGA AGA AA

R: GGG TGA AGC ACC GAG AGA TG
HPRT F: GTC CCA GCG TCG TGA TTA GC

R: TCA TGA CAT CTC GAG CAA GTCTTT
HMBS F: GCG GAA GAA AACGGCTCAA

R: TCC CGT GGT GGA CAT AGC A
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3.7. Ensaio de Western Blot

3.7.1. Obtencao dos extratos proteicos totais

Para obtencdao do extrato celular proteico total, inicialmente foi feita
a coleta das células por raspagem, a 4°C, da monocamada com PBSA, na
presenca de uma mistura de inibidores de protease (Amersham
Biosciences) e de fosfatase (Sigma). A suspencao celular foi centrifugada
a 0,8x g durante 3 min a 4°C, e o precipitado foi ressuspendido em
tampao de lise (10mM de tris pH 7,5; 150mM de NaCl; 5mM de EDTA;
1mM de EGTA; 1% de NP-40; 0,1% de SDS; 1mM de Ortovanadato de
Sddio; contendo a mistura de inibidores de proteases e de fosfatases) a
4°C. Este lisado foi centrifugado a 4°C e 13400xg por 30 min para
clarificacdo. As proteinas presentes no sobrenadante foram quantificadas
pelo método de Bradford (kit Bio Rad). O material foi mantido em freezer

a -80°C.

3.7.2. Separacdo de proteinas por eletroforese em gel de acrilamida

e transferéncia para membrana de nitrocelulose ou PVDF

As amostras dos extratos proteicos totais das células estimuladas
(ou ndo) com rhPRL foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida homogéneo (7,5% ou 12%). As amostras foram
desnaturadas em banho seco a 99°C por 5min em tampao de amostra
20% v/v (TrisHCI 50mM pH 6.8; SDS 2% m/v; glicerol 10% v/v;

betamercaptoetanol 5% v/v; Azul de bromofenol 0,3% m/v) e em seguida
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foram submetidas a separacao em eletroforese em gel vertical contendo
de 7,5 a 12% de poliacrilamida-SDS, a 15 ou 25mA, durante 2 a 4h.

As proteinas separadas foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose ou de fluoreto de polivinilideno (PVDF), em tampao de
transferéncia contendo 0,3% de Tris-Cl (p/v), Glicina 1,44% (p/v), SDS

0,1% (v/v) e metanol 20% (v/v), por eletroforese a 300mA, 4°C por 2h.

3.7.3 Imunorreacao

Para a inibicdo da marcacao de sitios inespecificos as membranas
foram incubadas com uma solucao de bloqueio (PBSA contendo 5% de
leite desnatado ou 5% de BSA + 0,1% de Tween 20 (Sigma-Aldrich) ou
Bloqueio Vegetal (Starting Block (PBS) Blocking Buffer (Thermo
Scientific)) + 0,05% de Tween 20), por 16h a 49C. Posteriormente, as
membranas, foram lavadas trés vezes com PBSA + 0,1% de Tween 20,
por 10 min a temperatura ambiente, e incubadas por 2h ou 18h, sob
agitacao, a temperatura ambiente ou a 4°C, respectivamente, com o
anticorpo primario (tabela 6).

Apds o periodo de incubagdao, as membranas foram lavadas 3 vezes
por 10 min, com PBSA + 0,1% de Tween 20 e, entado, incubadas por 1h a
temperatura ambiente com anticorpo secundario apropriado, conjugado a
peroxidase, HRP (horseradish peroxidase) (Vector Laboratories ou Life

Technologies).
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Tabela 6: Lista de anticorpos primarios utilizados para deteccdo de niveis de
proteinas por Western blot (WB)

Anticorpo Empresa
Monoclonal anti-HSTF-1 (SC-17757) Santa Cruz Biotechnology*
policlonal anti-APAF-1 (4452) Cell Signaling Technology**
monoclonal anti-Caspase-9 (9508) Cell Signaling Technology**
monoclonal anti-Smac-Diablo (2954) Cell Signaling Technology**
monoclonal anti-HSP27 F4 (SC-13132) Santa Cruz Biotechnology*
monoclonal anti-B-Tubulina (SC-5274) Santa Cruz Biotechnology*
policlonal anti-BAX (2772) Cell Signaling Technology**
policlonal anti-BCL-2 (2876) Cell Signaling Technology**
policlonal anti-BCLx, (2764) Cell Signaling Technology**
monoclonal anti-GAPDH A3 (SC-137179) Santa Cruz Biotechnology*
monoclonal anti-JAK2 Santa Cruz Biotechnology*
policlonal anti-STAT1 BD transduction Laboratories***
monoclonal anti-pP38(9216) Cell Signaling Technology**
policlonal anti-P38 (9212) Cell Signaling Technology**
monoclonal anti-a-Tubulina Clone B-5-1-2 T5168; Sigma-Aldrich****

* Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca, USA;
** Cell Signaling Technology, Beverly, Massachusetts, USA;
**** BD transduction Laboratories, San Diego, CA, USA;

*¥*x Sigma-Aldrich, St Louis, MO

Em seguida, as membranas foram lavadas 2 vezes por 10min com
PBSA + 0,1% de Tween 20 e 1 vez por 10min com PBSA. A presenca da
proteina de interesse foi detectada através de um sistema
quimioluminescente (kit ECL Plus™ (GE Healthcare)/ kit Immobilon™

(Millipore)).

Para a anadlise de fosforilacdo de tirosina-STAT1, um lisado de

células (1mg de proteinas totais) foi incubado com 4ug de anticorpo anti-
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STAT1 a 4°C por 18h. Os imunocomplexos foram capturados com proteina
A-G agarose (Sigma, St Louis, MO), lavadas por trés vezes com solucdo
de lise apropriada. A suspensao foi incubada a 96°C por 10min em
tampao de amostra e submetidas a SDS-PAGE com gel de 7,5%. As
proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose.
As proteinas tirosina-fosforiladas foram detectadas por Western blot,
usando o anticorpo anti-fosfotirosina Clone PY69 (BD transduction
Laboratories), seguida de incubacao com anticorpo secundario apropriado,
conjugado a peroxidase (horseradish peroxidase) (Vector Laboratories).
Como controle, as membranas foram estripadas e reincubadas com
anticorpo anti-STAT1. A presenca da proteina de interesse foi detectada
através de um sistema quimioluminescente (kit ECL Plus™ (GE

Healthcare)/ kit Immobilon™ (Millipore)).

3.8. Transdugdo das células MIN6 com particulas virais contendo o

vetor de expressdo para o shRNA para HSP25

Para a inibicao da expressao de HSP25 foi utilizada a metodologia de
RNA de interferéncia, por meio da transducdao de células MIN6 com
vetores lentivirais, detentores de sequéncias shRNA especificas para a
inibicdo desta proteina (Figura 13), seguindo o protocolo descrito por
Tiscornia e colaboradores (2006a e b). Uma mistura de trés a cinco
sequéncias de shRNA distintas, especificas e validadas pelo fornecedor
foram usadas para a inibicao de HSP25. Como controle, foram geradas

células transduzidas com a sequéncia de shRNA scramble -A, -B, -C,-D e
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controle-eGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)). Os vetores de
expressao para as sequéncias HSP27 shRNA (m): SC-35598 e shRNA SC-
35598A, SC-35598B, SC-35598C e SC- eGFP utilizados, fazem parte do
sistema shRNA - Santa Cruz Biotechnology, INC. Os vetores de expressao
para a sequéncia shRNA scramble D fazem parte do sistema Mission®
shRNA (Sigma-Aldrich), os vetores estruturais (pMDL, pRev and pVSVG)
fazem parte do sistema descrito por Tiscornia e colaboradores (2006 b).
Com este intuito, foram geradas as particulas virais recombinantes,
por meio de transfeccao da linhagem empacotadora 293T. Para cada uma
das constru¢des de interesse, no primeiro dia foram plaqueadas 1 x 10°
células 293T por poco de 34,8mm de diametro, em meio de cultura DMEM
10% Hyclone SFB (Thermo Scientific). Apds 24h, trocamos o meio de
cultura de cada pogo (1,5mL de DMEM 10% Hyclone SFB). Duas solugoes
foram preparadas: a) em 250uL de meio de cultura DMEM sem soro
adicionou-se 3:1uL/ug de DNA de Lp2000 de acordo com o recomendado
pelo fabricante (Lipofectamine®2000 Transfection Reagent (Invitrogen)).
A solucao ficou incubada por 5min a temperatura ambiente. b) em 250pL
de meio de cultura DMEM sem soro adiciona-se 0,7ug do vetor estrutural
pMDL (0,96puL), 0,275ug do vetor estrutural pREV (0,356uL), 0,385ug do
vetor estrutural pVSVG (0,386pL) e 1,1 ug do vetor de interesse. As duas
solugcbes foram misturadas e incubadas por 20min a temperatura
ambiente. Apds este tempo, 5uL da solucdo foi adicionada ao respectivo
poco com células 293T. Apds 5h, o meio de cultura destas células foi

trocado por DMEM 10% Hyclone SFB. As coletas de meio foram realizadas
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apés 24h, 48h, 72h e 96h. As aliquotas foram conservadas em
ultrafreezer a -80°C.

Para a infeccdo da linhagem MIN6 com virus contendo ou a
sequéncia shRNA-HSP25 ou sequéncias controle shRNA- scrambleA, -B,-
C, - D e shRNA-eGFP, 5x10* células foram plaqueadas, em pogos de
6,4mm de didametro (triplicata), em meio RPMI contendo 10% SFB com
polibreno (brometo de hexadimetrina 10ug/mL). As multiplicidades de
infeccao (MOI) utilizadas foram: MIN6-shHSP25 4,4, MIN6-sh-scrambleA
4,6, MIN6sh-scrambleB 1, MIN6sh-scrambleC 3,4, de modo que o volume
final de cada pocgo foi de 200ul. As placas foram mantidas na estufa a
37°C durante 18h. Apds esse periodo, foi feita a troca de meio para RPMI
10% SFB. Cerca de 48h apds a transdugao, as células shRNA scramble-
eGFP foram observadas ao microscopio de fluorescéncia e apds inspegao
visual da proporcao de células fluorescentes foi selecionada a melhor
condicdo (20ul) de células transduzidas contendo as particulas virais para
a manutencao e expansao das culturas. Estas foram mantidas em cultura

até atingirem um ndmero suficiente para congelamento.
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Figura 13: Representacdo esquematica do processo de infecgao celular por vetor
lentiviral shRNA e silenciamento de gene alvo. Apds a entrega do vetor de
expressao de shRNA por lentivirus, no citoplasma, o vetor tem que ser transportado para
0 nucleo, para a transcricdo. As transcricdes primarias (pré-shRNA) seguem uma rota
semelhante ao descoberto para as transcricdes de microRNA. Pré-shRNAs sdo
processados pelos complexos Drosha/DGCR8 e formam pré-shRNAs imaturos. Estes sdo
transportados para o citoplasma, através exportina 5, a sdo carregados para o complexo
Dicer / TRBP / PACT, onde eles sao processados, formando shRNA maduros. ShRNA
maduro no complexo Dicer / TRBP / PACT sdo associados com a proteina Argonauta
contendo RISC, capaz de fornecer a funcdo da interferéncia do RNA através de clivagem
do mRNA e degradacdo, ou através da supressdo de translagdo via p-bodies. (Adaptado
de Rao, Vorhies et al., 2009 e http://www.genengnews.com/gen-articles/next-
generation-rna-interference/1321/ acesso em 20/02/2012).

As células MIN6-shRNA-HSP25, shRNA- scrambleA, -B,- C e - D foram
selecionadas por um minimo de duas vezes pela adicdo de 6 pg/mL de
puromicina por 6 dias. A escolha desta concentracao e tempo do uso de
antibidtico foi previamente determinada por meio da exposicao das células

parentais MIN6 a diferentes concentragdes de puromicina (1 a 10 pyg/mL).
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3.9. Avaliacao de fragmentacao nuclear por citometria de fluxo

Células MIN6, MIN6-HSP25, MIN6-scramble-C foram plaqueadas em
pocos com 34,8mm de diametro e tratadas como mencionado no item 3.4.
Posteriormente, o meio de cultura de cada poco foi coletado em tubos, os
quais foram centrifugados a 0,4x g por 5min e os sobrenadantes foram
descartados. Foi colocado 1,0mL/poco de Versene 10mM, mantidos por
20min em agitagcao a 4°C e ressuspendidos lentamente. Este meio foi
coletado nos respectivos tubos e centrifugado a 0,8xg por 5 min. Em
seguida, os sobrenadantes foram descartados e as células do pellet foram
ressuspendidas em 500uL de PBSA. 500uL de Tampao de Fragmentacao
(0,1% de citrato de sdédio, 0,1% de Triton X-100, agua deionizada (Milli-
Q®)) ou ndo foram acrescentados em cada amostra e estas foram
guardadas a 4°C. Antes da anadlise por Citometria de Fluxo, foi
acrescentado Iodeto de Propideo (PI) (50ug/mL) em cada amotra, sendo
gue ao menos uma foi utilizada sem marcacao a fim de estabelecer o zero
no aparelho. Todas as amostras foram filtradas. A fragmentacao nuclear
foi avaliada pela proporcao de células com conteudo de DNA hipodipldide.

Todos os experimentos de citometria foram realizados em um
citometro de fluxo (FACSAria; BD Biosciences, San Jose, CA, Estados

Unidos) e analisados utilizando-se o software FlowJo (BD Biosciences).

3.10. Ensaios de atividade de Caspase-3 e -8
Aproximadamente 1x10° células MIN6, MIN6-shHSP25 e MING6-

scrambleC foram coletadas por raspagem da monocamada e manipuladas
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para extracao proteica como descrito no item 3.4. A atividade de caspase
foi quantificada através de um ensaio fluorimétrico utilizando-se
substratos especificos (BioVision Research Products, Mountain View, CA,
Estados Unidos). As reagOes foram iniciadas a 37°C, incubando-se 50 ug
de proteina total com um substrato especifico de caspase (50 pM 7-
amino-4-trifluoromethyl coumarin, Acetyl-L-aspartyl -L-glutamyl-L-
valinyl-L-aspartyl-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin [Ac-DEVD-AFC], 50
MM 7-amino-4-trifluoromethylcoumarin, Acetyl-L-isoleucyl-Lglutamyl-L-
threoninyl-L-aspartyl-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin  [Ac-IETD-AFC]
para caspase-3 e -8, respectivamente), de acordo com instrucdes do
fabricante. A atividade de protease foi avaliada em um comprimento de
onda de excitacdao de 400 nm e um comprimento de onda de emissao de
505 nm, utilizando-se um espectrofluorémetro de placas de 96 pocos
(Spectra MAX Gemini XS - Molecular Devices). A porcentagem de
aumento da atividade de Caspase-3 e -8 foi determinada através da
comparacao dos resultados com os controles (n=3 experimentos

independentes, realizados em triplicada para cada preparacgao).

3.11. Analise estatistica dos dados

Todos os resultados foram analisados para distribuicao gaussiana e
passaram o teste de normalidade com o auxilio do programa
computacional GraphPad Prism versao 5.0. As diferencas estatisticas entre
as médias dos grupos experimentados foram testadas através do teste-t

de Student nao pareado de duas caudas com correcao de Welch para
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diferentes variancias, quando necessario, ou através de One-way ANOVA
seguido do pds-teste de Tukey para multiplas comparagdoes. Um valor de

p<0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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Resultados

4.1. Validacao do modelo celular MIN6

4.1.1. rhPRL protege culturas de células MIN6 de morte induzida por

citocinas

Resultados anteriores de nosso laboratdorio mostraram que rhPRL
protege culturas primarias de células beta humanas de morte induzida por
privacdao de soro e por citocinas (Terra; Garay-Malpartida et al., 2011). Para
identificar o0os mecanismos envolvidos no processo citoprotetor dos
lactogénios utilizamos como modelo a linhagem celular derivada de um
insulinoma murino MIN6. Com o intuito de validar se a agdao citoprotetora da
rhPRL é similar ao observado em culturas primarias de ilhotas pancreaticas
humanas, nds primeiramente estudamos através de citometria de fluxo, a
proporcao de nucleos fragmentados em células MIN6, apds marcagao com PI
(50pg/mL). Assim, essas culturas foram carenciadas para soro com 0,1%
SFB por 24 h e entdo pré-tratadas com rhPRL (300ng/mL) ou veiculo por 30
minutos e incubadas por 48 horas na presenca ou auséncia de um coquetel
de citocinas pro-inflamatorias (TNFa (8ng/mL), INFy (4ng/mL) e IL-1B (0,8
ng/mL)). Essa abordagem foi escolhida, uma vez que ja foi descrito que a
privacao de soro, bem como o tratamento com citocinas, induz morte celular
principalmente por apoptose nas células beta (Mizuno; Yoshitomi et al.,
1998; Ortis; Pirot et al., 2008; Kim e Lee, 2009; Terra; Garay-Malpartida, et

al., 2011). Como mostrado na Figura 14, células MIN6 tratadas com rhPRL
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apresentaram proporcao significativamente menor (p<0,05) de nucleos
fragmentados apds o tratamento com citocinas, quando comparado com as
células controle (tratamento com SFB 0,1% + citocinas: 42+2; SFB 0,1% +
citocinas + rhPRL: 30,4+1) . Ainda, na auséncia da incubagdo com citocinas,
células tratadas com rhPRL ndo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) na proporcao de nucleos fragmentados comparado com a situagao
controle (Figura 14) (tratamento com SFB 0,1%: 31,0+0,4; SFB 0,1% +
rhPRL: 27,8 +0,4).

A fim de validar os resultados mostrados para células beta humanas
(Terra; Garay-Malpartida et al., 2011), estudamos se a via sinalizacao
candnica de rhPRL também estaria envolvida na citoprotecao de células beta
murinas. Para tanto, essas culturas foram carenciadas para soro com 0,1%
SFB por 24 h e pré-tratadas com inibidor da via de sinalizagdo candnica da
PRL, AG490, por 2h. Posteriormente, foi feito o pré-tratamento com rhPRL
(300 ng/mL) ou veiculo por 30 minutos e incubadas por 48 horas na
presenca ou auséncia de um coquetel de citocinas (IL-1B - 0,8 ng/mL, TNF-a

- 8ng/mL e IFN-y - 4ng/mL).
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Figura 14: Efeito protetor da rhPRL na morte celular induzida por tratamento com
citocinas em células MING. As células foram submetidas a privacdo de soro por 24h, pré-
tratadas na auséncia ou presenga de AG490 (10 uM) por 2h, na presenca ou auséncia de
rhPRL (300ng/mL) por 30min e na presenga ou auséncia de uma combinacdo de citocinas
(TNFo, 8ng/mL; INFy, 4ng/mL; IL-1B, 0,8 ng/mL) . 48h apos o tratamento, a quantidade de
nlcleos fragmentados de células MIN6 (células hipodipldides) foi analisada por citometria de
fluxo. Resultados estao apresentados como a média + EPM; n=5 experimentos
independentes. a vs b:p<0,05.

A Figura 14 mostra que o bloqueio da ativacao de Jak2 pelo seu
inibidor farmacoldgico especifico AG490 (10uM) aboliu os efeitos
citoprotetores obtidos pelo tratamento hormonal apds a incubacdo com
citocinas, em relacdo a proporcao de nucleos fragmentados de células MIN6
(tratamento com SFB 0,1% + citocinas: 42+2; SFB 0,1% + citocinas +
rhPRL: 30,4%1; SFB 0,1% + citocinas+rhPRL+AG490: 54+4). Estes

resultados confirmam o comportamento similar das células MIN6 ao descrito

para células beta humanas.
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4.1.2. rhPRL altera a razdo entre niveis de expressdo de mRNA de

genes anti- e pro-apoptoticos da familia Bcl2.

Uma vez que foi observado o efeito citoprotetor da rhPRL em células
MIN6 e que em células humanas a morte se da principalmente por apoptose,
resolvemos nao sé validar em células MIN6 os resultados mostrados para
células beta humanas (Terra; Garay-Malpartida et al.,2011), como estudar
mais profundamente os niveis de algumas moléculas-chave da via intrinsica
de apoptose. Assim, estudamos a razao entre os niveis de mRNA de genes
anti/ pro-apoptoticos da familia BCL2 de células beta murinas por RT-PCR
quantitativo. A analise foi focada, particularmente, nos genes Bcl2, Bclx, e
Bax.

Como mostrado na Figura 15 B e D o tratamento hormonal em células
MIN6 incubadas com citocinas aumentou significativamente (p< 0,05) tanto
a relagdo de mRNA entre Bcl2/Bax (tratamento com citocinas: 0,64+0,05;
citocinas + rhPRL: 0,9+0,1) como a relagdo de mRNA entre Bclx,/Bax
(tratamento com citocinas:0,84+0,06; citocinas + rhPRL: 1,1+1). O mesmo
nao ocorreu com as células mantidas somente sob privagdao de soro por 48h

(Figura 15 A e C).
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Figura 15: rhPRL aumenta a razdo de mRNA entre os membros anti e proé-
apoptoticos da familia BCI/-2. Anadlise quantitativa por RT-PCR de culturas de células MIN6
submetidas (A e C) a privagdo de soro e (B e D) tratadas com uma combinagdo de citocinas
(IL-1B (0,8 ng/mL), TNF-a (8ng/mL) e IFN-y (4ng/mL)), na presenca ou auséncia de rhPRL
(300ng/mL) por 48h. Os resultados sdao para (A e B) Bc/2, (C e D) Bclx, e (A-D) Bax e estao
expressos como a médiatEPM (triplicata); n=4 experimentos independentes. a vs.
b:p<0,05.

A analise dos resultados por RT-PCR quantitativa mostraram ainda que
este efeito foi revertido em culturas tratadas na presenca AG490 (10uM),
induzidas a morte por uma combinacao de citocinas, na presenca de rhPRL,
tanto para a razao de mRNA entre Bcl2/Bax, como para Bclx,/Bax (Figuras
16A e 16B respectivamente) (relagdo Bcl2/Bax - citocina:1,02+0,07;

citocina+rhPRL: 3%1; citocina+AG490: 1,2+0,3; citocina+AG490+rhPRL:
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2,1+0,6. relacao Bclx,/Bax - citocina:1,01+0,03; citocina+rhPRL: 1,6%0,2;

citocina+AG490: 0,98+0,08; citocina+AG490+rhPRL: 0,86+0,06).
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Figura 16: Efeito citoprotetor da rhPRL é perdido na presenca do inibidor da via
de sinalizagdo candnica do hormonio. Andlise quantitativa por RT-PCRq de culturas de
células MIN6 sob privacdo de soro, pré-tratadas na presenca ou auséncia de AG490
(10uM) por 2h, na presenca ou auséncia de rhPRL (300ng/mL) por 30min e com uma
combinagao de citocinas (IL-1B (0,8 ng/mL), TNF-a (8ng/mL) e IFN-y (4ng/mL)), por
48h. Os resultados sdo para (A) Bcl2, (B) Bclx, e (A e B) Bax e estao expressos como a
média=EPM; n=4 experimentos independentes realizados em triplicata. a vs b:p<0,05
para a diferenca comparada com a situacdo controle, a qual foi fixada em 1.

4.1.3. rhPRL altera os niveis de

favorecendo a inibicdo de apoptose.

proteinas

anti- pro-apoptoticas

Como nao obtivemos aumento de morte celular sob privacao de soro

em células MIN6, os experimentos foram realizados na presenca de uma

combinagdo de citocinas como Unico estimulo de morte. Assim, culturas de

células MIN6 foram carenciadas para soro com 0,1% SFB por 24 h. As

culturas foram entdo pré-tratadas com rhPRL (300ng/mL) ou veiculo por 30
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minutos e tratadas na presenca ou auséncia de um coquetel de citocinas.
Apds 48h foi realizada a extracao de proteinas totais.

A proteina antiapoptética BCL-2 estda associada a membrana
mitocondrial e é inibidora da acao de proteinas pré-apoptoticas desta mesma
familia, como BAX e BAK. Os resultados obtidos, por immunobloting,
mostraram que na presenca de rhPRL, a razao dos niveis proteicos de Bcl-
2/Bax aumentou em condicdes de indugdo a morte por citocinas (Figura 17)
(tratamento com veiculo: 1,8+0,8; rhPRL: 2,1+0,8; citocinas: 1,9+0,9;
citocinas+rhPRL: 9+2).

Além disso, na Figura 18 pode ser observado que na presenca de
rhPRL, os niveis de expressao das proteinas pré-apoptéticas (A) Bax (
citocinas+rhPRL 0,21+0,06 vezes o controle), (B) Smac-Diablo
(citocinas+rhPRL 0,5+0,1 vezes o controle) diminuiram significativamente
(p<0,05) em condicdes de indugao a morte por citocinas na presenga de

rhPRL.
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Figura 17: Aumento da relacdao dos niveis de proteinas anti/pré-apoptoticas, apoés
tratamento com rhPRL. Andlise da expressdo de Bcl-2 e Bax por Western Blot, em cultura
de células MIN6 submetidas a privacdo de soro por 24h e tratadas com uma combinacdo de
citocinas (IL-1B, 0,8 ng/mL; TNF-a, 8 ng/mL; IFN-y, 4ng/mL), na presenca ou auséncia de
rhPRL (300 ng/mL) foi realizada apds 48 h de tratamento. Os resultados sdo médias+EPM;
n=3 experimentos independentes; a vs. b: p<0,05. Os imunoblots mostrados sdo
resultados representativos. O histograma corresponde a todos os dados e os resultados
estdo apresentados como unidade arbitraria de densitometria da razdo Bcl-2/Bax, apos
estas proteinas serem independentemente normalizadas pelo contelddo proteico de GAPDH.

O zimdgeno de Caspase-9 tem peso molecular de 59KDa. Para ser
ativado, duas clivagens sao necessarias formando peptideos de 39 e 37KDa,
respectivamente. A Figura 18C mostra que tanto os niveis proteicos, como a
ativacao de Caspase-9 diminuiram na presenca de rhPRL, sob tratamento

com citocinas (citocinas+rhPRL 0,07£0,01 vezes o controle).
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Figura 18: Diminuicao dos niveis de proteinas pré-apoptoticas apos tratamento
com rhPRL. Andlise de Western Blot de cultura de células MIN6 submetidas a privagdo de
soro por 24h e tratadas com uma combinacdo de citocinas (IL-1B, 0,8 ng/mL; TNF-a, 8
ng/mL; IFN-y, 4ng/mL), na presenca ou auséncia de rhPRL (300 ng/mL) foi realizada apds
48 h de tratamento. A- Bax, B- Smac-Diablo e C- Caspase9. Os resultados sdo médias+EPM;
n=3 experimentos independentes; a vs. b: p<0,05 e c vs. d: p<0,0005 para diferencgas
comparadas com a situagdo controle que foi fixada em 1. Os imunoblots mostrados sao
resultados representativos. O histograma corresponde a todos os dados e os resultados
estdo apresentados como unidade arbitraria de densitometria apds a normalizacdo pelo
conteudo proteico de Tubulina.
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4.1.4. rhPRL inibe a atividade de Caspase-3 através da via de

sinalizacdo candénica do hormdénio.

Para aprofundar o entendimento sobre os mecanismos moleculares que
estdo por tras dos efeitos citoprotetores da rhPRL em células MING6, foi
examinado o efeito desse tratamento na atividade de Caspase-3, enzima
central em ambas as vias extrinseca e intrinseca da apoptose. Assim,
culturas de células MIN6 foram carenciadas para soro com 0,1% SFB por 24h
e tratadas ou nao com um coquetel de citocinas por 30min, 3h, 6h e 9h. Foi
feito o controle positivo com células MIN6 em 6&timas condigcdes de cultura
(10% SFB). A extracdo de proteinas totais das amostras foi realizada, e a
atividade de Caspase-3 foi avaliada segundo o protocolo descrito em
Materiais e Métodos 3.10. O pico de atividade de Caspase-3 foi obtido no
ponto de 9h (Figura 19). Entdo, avaliamos o efeito do hormdnio e a inibigao
da via de sinalizacdo deste em células MIN6. Para tanto, as culturas foram
pré-tratadas com AG490 (10uM) por 2h. Posteriormente, foi feito o pré-
tratamento com rhPRL (300 ng/mL) ou veiculo por 30 minutos e incubadas
na presenca ou auséncia de um coquetel de citocinas por 9h. O tratamento
com prolactina reduziu significativamente (p<0,05) a atividade de Caspase-3
em relagdo ao controle. Ainda, a Figura 19 mostra que a via de sinalizagao
classica da prolactina esta diretamente envolvida neste fenomeno, uma vez

que o bloqueio da ativacdao de Jak2 por AG490 aboliu os efeitos
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citoprotetores obtidos pelo tratamento hormonal (citocina: 170,6%0,7;

citocina+rhPL: 103+5; citocina+rhPRL+AG490: 174+8; SFB 10%: 72+2).
Estes resultados mostram que a rhPRL diminuiu a apoptose de células

MIN6 murinas através da inibicdo de Caspase-3. Adicionalmente, a via de

sinalizacdo do hormonio ativada é necessaria para mediar esse fendbmeno.

Atividade de Caspase-3 — 9h
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Figura 19: Efeito citoprotetor da rhPRL esta associado a via de sinalizagdao candnica
do hormonio. As células foram tratadas com uma combinacdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNFa (8ng/mL), INFy (4ng/mL) e IL-1B(0,8 ng/mL)), na presenca ou auséncia
de rhPRL (300ng/mL) e na auséncia ou presenca de AG490 (10 uM), carenciadas para soro
com 0,1% SFB. Apds 9h do tratamento, as células foram coletadas em um tampéo
apropriado. A atividade de Caspase-3 foi medida por um ensaio fluorimétrico utilizando um
substrato especifico. Os resultados foram normalizados relativos ao contelido proteico total e
sdao médias=EPM; n=5 experimentos independentes; a vs b; a vs ¢; b vs c: p<0,05.
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4.1.5. rhPRL altera tanto os niveis de expressdo génica, como proteica

de Hsp27/25.

Resultados prévios de nosso laboratdorio mostraram que a proteina
antiapoptética HSP27 teve os niveis de expressdo aumentados em culturas
primarias de ilhotas pancreaticas humanas quando estas foram carenciadas
para soro com 0,1% SFB por 24h e tratadas com rhPRL (300 ng/mL) ou
veiculo (Labriola; Ferreira et al., 2007). Assim, culturas de células MIN6
foram carenciadas para soro com 0,1% SFB por 24h. As células foram pré-
tratadas ou ndao com o AG490 (10uM) por 2h. Posteriormente, foi feito o pré-
tratamento com rhPRL (300ng/mL) ou veiculo por 30 minutos e a incubacao
por 48h na presenca ou auséncia de um coquetel de citocinas (IL-1B8 - 0,8
ng/mL, TNF-a -8ng/mL, e IFN-y - 4ng/mL). Foi realizada tanto a extragao de
MRNA e sintese de cDNA como a extracdao de proteinas totais das amostras.
Resultados por RT-PCR quantitativa mostraram que sob condicdes de morte
induzida por citocinas ha aumento significativo da expressdao génica de
Hsp25 (p<0,05) em relacdo a cultura de células mantidas em meio de
cultura acrescido de 10% SFB (Figura 20A) (tratamento com
citocinas:1,00+0,02; SFB10%: 0,4+0,1). No entanto, em culturas de células
tratadas com rhPRL, hda maior aumento da expressdo de Hsp25 (Figura
20A), (tratamento com citocinas: 1,00+0,02; citocinas+rhPRL: 2,5£1),
indicando que esta proteina pode estar envolvida no papel citoprotetor

derhPRL. Este efeito € revertido quando as células sdo tratadas na presenca
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de AG490 (10 uM) (tratamento com citocinas+rhPRL+AG490: 0,9+0,2)

(Figura 20A).
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Figura 20: rhPRL promove aumento de expressdo de Hsp25. Culturas de células MIN6
pré-tratadas na presenga ou auséncia de AG490 (10uM) por 2h, na presenga ou auséncia de
rhPRL (300ng/mL) por 30min e com uma combinagdo de citocinas (IL-1B (0,8 ng/mL), TNF-
a (8ng/mL) e IFN-y (4ng/mL)), por 48h. Foram extraidos mRNAs ou proteinas totais. Os
resultados sdo para Hsp25 e estdo expressos como a média+EPM. A-Anélise quantitativa por
RT-PCRq; n=4 experimentos independentes realizados em triplicata; a vs. b; a vs. c:
p<0,05; b vs. c: p <0,05 para a diferenca comparada com a situagdao controle, a qual foi
fixada em 1. B- Anadlise de WB; n=3 experimentos independentes; a vs. b: p<0,05. Os
imunoblots mostrados sao resultados representativos. O histograma corresponde a todos os
dados e os resultados estdo apresentados como unidade arbitraria de densitometria apds a
normalizacdo pelo conteldo proteico de GAPDH.

Do mesmo modo, a analise por immunobloting mostrou que células
tratadas na presenca de rhPRL apresentaram aumento significativo dos
niveis proteicos de Hsp25 (p<0,05), sob condicdao de morte induzida por
citocinas (Figura 20B), sendo este efeito revertido com o bloqueio da via de

sinalizacdo classica da PRL por AG490 (10uM), indicando que esta via estaria
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envolvida tanto na citoprotegao como na regulacao de expressao de Hsp25
(tratamento com citocinas: 0,650+0,007; citocinas+ AG490: 0,44+0,04;

citocinas+rhPRL:6,3%+1,0; citocinas+AG490+rhPRL: 0,418+0,002).

4.2. Estabelecimento do papel de HSP27/25 mediado por rhPRL.

4.2.1. Producdo de células MIN6 silenciadas para a proteina Hsp25

(MIN6-shHsp25).

HSP27/25 foi descrita como uma chaperona envolvida em diversos
mecanismos de estresse celular. Além disso, exerce fungao antiapoptética e
estd relacionada com processos de citoprotecao em diversos modelos.
Estudos anteriores de nosso laboratério identificaram HSP27 como uma das
proteinas diferencialmente expressa em culturas primarias de ilhotas
pancreaticas humanas, quando incubadas na presenca de rhPRL (300ng/mL)
em relacdo a incubacdo com veiculo (Labriola; Ferreira et al., 2007). Depois
de ter confirmado que o modelo das células MIN6 apresenta comportamento
similar ao observado nas culturas primarias de ilhotas pancreaticas humanas
utilizamos a técnica de RNA de interferéncia (RNAIi) para gerar células MIN6
silenciadas especificamente para a Hsp25.

Para alcancar este objetivo, foram produzidas particulas lentivirais
detentoras de vetores recombinantes capazes de expressar sequéncias de
shRNA especificas para a inibicido de Hsp25 (MIN6-shHsp25), conforme

descrito no item 3.8 dos Materiais e Métodos. Além da infeccao com
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particulas contendo sequéncias especificas para Hsp25, também foram
gerados quatro tipos celulares (MIN6-scA, MIN6-scB, MIN6-scC e MIN6-scD)
infectados com quatro sequéncias diferentes e independentes de shRNA
scramble. Apesar de apresentarem a mesma composicao de nucleotideos,
em uma ordem aleatodria, as sequéncias scramble sao incapazes de interagir
com qualguer sequéncia conhecida de RNA mensageiro expresso em
camundongos. Ainda, foram geradas células infectadas com sequéncia
especifica da proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein - GFP),
a qual funciona como indicador da eficiéncia da transducao (nao mostrado).

A transducdo e selegdao das linhagens MIN6 com virus contendo a
sequéncia especifica shRNA-Hsp25 e shRNA-scrambles A, B, C e D, foram
realizadas segundo descrito em Materiais e Métodos 3.8 e as células MIN6 e
MIN6 transduzidas foram mantidas em meio RPMI contendo 10% SFB.

Para a confirmacao da inibicdo da expressao de Hsp25, as células MIN6
transduzidas foram mantidas sob privacdao de soro (0,1%SFB) por 48h.
Posteriormente, as proteinas totais foram extraidas e 200ug de extrato
proteico foram utilizados em ensaios de Western blot das células
transduzidas e 100 ug para as culturas parentais. Dessa maneira, verificou-
se que em células MIN6-shHsp25 houve uma inibicdo na expressao desta
proteina de 81 + 3% (n=3 experimentos independentes, p<0,05) em relacao

as células parentais (Figura 21).
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Figura 21: Silenciamento de Hsp25. As células foram mantidas em condigdes de cultura
com privacdo de SFB por 48h. Os niveis proteicos de HSP25 foram detectados por Western
blot. Foram utilizados 200ug de proteinas totais extraidas de células MIN6-shHSP, MIN6-
scrambles A e C, e 100ug de proteinas totais das células controle MIN6 ndo transduzidas.
Os imunoblots mostrados sao resultados representativos O histograma corresponde a todos
os dados e os resultados estdao apresentados como unidade arbitraria de densitometria apds
a normalizacdo pelo conteldo proteico de GAPDH. Os resultados estdo apresentados como a
média£EPM; n=3 experimentos independentes; a vs. b:p<0,05.

Esta inibicao foi ainda maior em relagdo as células controle MIN6-scA e
MIN6-scC (Figura 21) (MIN6-shHsp25: 0,18+0,04; MIN6-scC: 1,06+0,05;

MIN6-scA: 1,2+0,1; MIN6: 1,000+0,0002). Desta forma, nos ensaios de
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citometria de fluxo, RT-PCR quantitativo, Western blot e atividade de
Caspases realizados a seguir, foram utilizadas as culturas celulares MIN6-
shHsp25 obtidas e mantidas nas condigdes de cultura descritas previamente.
Como entre MIN6-scA e MIN6-scC ndo se verificou diferenca estatistica
decidimos usar como controle para os experimentos realizados a seguir, as

células parentais e MIN6-scC.

4.2.2. O efeito citoprotetor de rhPRL é perdido na auséncia de

Hsp27/25.

A fim de verificar o papel antiapoptotico da proteina Hsp25 e sua
relacdo com o papel citoprotetor do horménio rhPRL em células beta
pancredticas, células MIN6, MIN6-scC e MIN6-shHSP25 foram carenciadas
para soro com 0,1% SFB por 24 h. As culturas foram entdo pré-tratadas na
auséncia ou na presenca de AG490 (10uM) por 2h. Posteriormente, foi feito
o tratamento com rhPRL (300 ng/mL) ou veiculo por 30 minutos e incubadas
por 18h e 24h na presenca ou auséncia de uma combinacdo de citocinas (IL-
1B (0,8 ng/mL), TNF-a (8ng/mL) e IFN-y (4ng/mL)). Entdo foi feita a analise
de ensaios de citometria de fluxo de cinco experimentos independentes, com
os nucleos fragmentados marcados com PI.

Nas Figuras 22 e 23, nao foram observados, em células silenciadas
para a proteina HSP25 (MIN6-shHsp25) os efeitos citoprotetores induzidos

por rhPRL, tanto apdés 18h (Figura 22C; Tabela 7) como apods 24h da
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inducdo de morte (Figura 23C; Tabela 8). Além disso, este efeito foi
observado apds 18h de inducdo a morte, permanecendo apds 24h, tanto em
células MIN6 (Figuras 22A e 23A; Tabelas 7 e 8, respectivamente), como nas
culturas de MIN6-scC (Figuras 22B e 23B; Tabelas 7 e 8, respectivamente)
que apresentaram uma proporgao significativamente menor (p<0,05) de
nucleos fragmentados quando tratadas com rhPRL e comparadas com

culturas controles.

Tabela 7: % de Nicleos Hipodipldides: Tratamento de 18h

MIN6 MIN6-scC MIN6-shHSP25
0,1% SFB 212 31+3 23+2
0,1% SFB+citocinas 47+3 59+5 43+3
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 333 43+2 50+4
0,1%SFB+citocinas+AG490 47+3 57+3 35+1
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL | 45+6 50+2 40+2

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM.
n=5 experimentos independentes

Tabela 8: % de Nicleos Hipodipldides: Tratamento de 24h

MIN6 MIN6-scC MIN6-shHSP25
0,1% SFB 28+1 38+3 23£1
0,1% SFB+citocinas 46+1 61+1 51+3
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 35+3 36+4 47+2
0,1%SFB+citocinas+AG490 46+1 5443 40+2
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL | 45+2 572 333

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM.
n=5 experimentos independentes.
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Figura 22: Efeito citoprotetor da rhPRL em células MIN6 é perdido apos 18h de
tratamento com citocinas em células silenciadas para a proteina Hsp25. A
porcentagem de células apresentando o conteldo hipodipldide de DNA foi analisada por
citometria de fluxo. As células foram tratadas por 18h, com citocinas TNFa (8ng/mL), INFy
(4ng/ML) e IL-1B(0,8 ng/mL), na presenca ou auséncia de rhPRL (300ng/mL) e auséncia ou
presenca de AG490 (inibidor farmacoldgico de JAK2) (10 uM). Resultados estdo
apresentados como a média £ EPM; n=5 experimentos independentes. A — Células MING6. a
vs. b:p<0,05. B - Células MIN6C. a vs. b:p<0,05. C - Células MIN6- HSP25 silenciadas. a
vs. b, a vs. ¢, a vs. d:p<0.05. c vs.d:p<0,05. Os respectivos tratamentos estdo indicados na
tabela.
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Figura 23: Efeito citoprotetor da rhPRL em células MIN6 permanece perdido apés
24h de tratamento com citocinas em células silenciadas para a proteina Hsp25. A
porcentagem de células apresentando o conteddo hipodipléide de DNA foi analisada por
citometria de fluxo. As células foram tratadas por 24h, com citocinas TNFa (8ng/mL), INFy
(4ng/ML) e IL-1B(0,8 ng/mL), na presenga ou auséncia de rhPRL (300ng/mL) e auséncia ou
presenca de AG490 (inibidor farmacolégico de JAK2) (10 uM). Resultados estdo
apresentados como a média £ EPM; n=5 experimentos independentes. A — Células MING6. a
vs.b:p<0,05. B - Células MIN6C. a vs. b:p<0,05. C - Células MIN6- HSP25 silenciadas. a
vs.b, a vs.c:p<0,05; b vs. d:P<0,05. Os respectivos tratamentos estao indicados na tabela.
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Estes resultados mostraram, ainda, que o bloqueio da ativagao de Jak2
aboliu os efeitos citoprotetores induzidos pela rhPRL apds o tratamento de
18h com citocinas, em relacdo a proporcao de nucleos fragmentados, tanto
de células MIN6 (Figura 22A; Tabela 7), como em MIN6-scC (Figura 22B;
Tabela 7) e este efeito permaneceu abolido apds 24h da inducdo da morte
celular em ambos os tipos celulares (Figura 23A e B; Tabela 8). Estes
resultados demonstram a importancia de Hsp25 na citoprotecao de células

beta, ao menos em tempo de até 24h apds a indugdao de morte.

4.2.3. Hsp27/25 regula os niveis das proteinas pro- e antiapoptdticas

da familia BCL-2.

Com o intuito de estudar os mecanismos moleculares envolvidos no
efeito citoprotetor de rhPRL e sua relacdo com a proteina HSP27/25, foram
verificados por Western blot os niveis das proteinas antiapoptéticas Bcl-2, e
Bclx,. e da proteina pro-apotdtica Bax. Para tanto, culturas de células MING,
MIN6-scC e MIN6-shHsp25 foram carenciadas para soro com 0,1% SFB por
24 h. As células foram pré-tratadas ou ndo com o AG490 (10uM) por 2h.
Posteriormente, foi feito o pré-tratamento com rhPRL (300ng/mL) ou veiculo
por 30 minutos e a incubacdao por 24h na presenca ou auséncia de um
coquetel de citocinas, e entdo, foi realizada a extracdo de proteinas totais.

A Figura 24 mostra que nao houve mudanga significativa na razao dos

niveis proteicos de Bclx. /Bax em culturas silenciadas para HSP25, tratadas
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com rhPRL e posteriormente induzidas a morte por citocinas (D). No entanto,
tanto em culturas MIN6 (A), como MIN6-scC (B), esta razdao aumentou
significativamente (p<0,05) (Tabela 9). Em ambas as células controle, apds
a inibicao da via hormonal com AG490, esta proporcdao retornou a niveis

similares aos controles (Figura 24A e B; Tabela 9).

Tabela 9: Razdo entre a expressdo proteica anti/pro-apoptética Bclx, /Bax.

Tratamentos\Tipos Celulares MIN6 MIN6-scC  MIN6-shHSP25
0,1% SFB 0,9+0,2 1,6x+0,2 1,87+0,08
0,1% SFB+citocinas 0,3+0,1 0,28+0,09 0,23+0,01
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 18 £1 233 0,30+0,01
0,1%SFB+citocinas+AG490 0,8+0,1 1,72+0,02 1,0+0,1
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL | 0,4+0,2 2,8+0,1 1,3+0,2

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM.
n=3 experimentos independentes.

Como vimos anteriormente, em células MIN6, na presenca de rhPRL, a
razao dos niveis proteicos de Bcl-2/Bax aumentou em condigdes de inducao
a morte por um coquetel de citocinas por 48h (Figura 17). A Figura 24C
mostra que este comportamento se repete em culturas de MIN6-scC e que o
tratamento com AG490 reverte a citoprotecdao relacionada a presenca do
hormoOnio (p<0,05) (Tabela 10). Em culturas de MIN6-shHSP25, rhPRL
parece restabelecer o padrdao das células controle sob privacao de soro
(Figura 24E). No entanto, se compararmos os tipos celulares MIN6-scC e
MIN-shHSP, percebemos que o silenciamento de HSP25 reverte o efeito
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citoprotetor promovido pelo hormoénio, responsavel pelo aumento da razao

anti/pré-apoptoética em células nao silenciadas (Tabela 10).

Tabela 10: Razdo entre a expressao proteica anti/pré-apoptoética Bcl-2/Bax.

Tratamentos\Tipos Celulares MING6-scC MIN6-shSP25
0,1% SFB 0,54+0,05 0,30+0,03
0,1% SFB+citocinas 0,28+0,02 0,17+0,01
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 1,64+0,06 0,43+0,06
0,1%SFB+citocinas+AG490 0,33+0,04 0,47+0,08
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL 0,29+0,01 0,45+0,03

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM.

n=3 experimentos independentes.

Estes resultados em conjunto mostraram que a presenca de Hsp25 é

importante na regulagdo de membros da familia Bcl2 em células beta, e que

esta proteina contribuiria para a inibicao da via intrinseca da apoptose.
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Figura 24: O balanco de proteinas anti/pro-apoptoéticas ndo sao reguladas por rhPRL apds o
silenciamento de HSP25. As células foram tratadas por 24h, com citocinas TNFa (8ng/mL), INFy
(4ng/ML) e IL-1B(0,8ng/mL), na presenga ou auséncia de rhPR (300ng/mL) e auséncia ou presencga de
AG490 (10 uM). Os niveis proteicos de Bcl-2, Bclx, e Bax foram detectados por Western blot. Os
imunoblots mostrados sdo resultados representativos. O histograma corresponde a todos os
dados e os resultados estdo apresentados como unidade arbitraria de densitometria da raz&o
Bcl-2/Bax (B e D) e Bclx, (A, C e E) apds a normalizagdo pelo conteldo proteico de Tubulina. Os
resultados estdo apresentados como a médiatEPM; n=3 experimentos independentes. A- células
MIN6- Bclx, /Bax. a vs. b; p<0,05. B- Células MIN6-scC- Bclx, /Bax. a vs. b; p<0,05. C- células MIN6-
scC- Bcl-2/Bax. a vs. b, a vs. c; p<0,05. b vs. ¢; p<0,05. D- MIN6-shHSP25 - Bclx,/Bax. a vs. b, a vs.
c; p<0,05. b vs. ¢; p<0,05. E - MIN6-shHSP25 - Bcl-2/Bax. a vs. b; p<0,05.
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4.2.4. Hsp27/25 participa da regulacao da cascata de Caspases em

células beta.

A fim de estudar se o silenciamento de HSP25 estaria modulando os
niveis proteicos de Caspase-9, uma caspase iniciadora da cascata que atua
pela via intrinseca e esta a jusante dos efeitos provocados pelo balango de
expressao e ativagao de membros da familia BCL-2, foram utilizados extratos
proteicos de células MIN6, MIN6-scC e MIN6-shHsp25 sob privacdo de soro
(0,1% SFB), pré-tratadas ou ndao com o AG490 (10uM) por 2h, e
posteriormente, na presenca ou auséncia de rhPRL (300ng/mL) ou veiculo
por 30 minutos e incubadas por 24h na presenca ou auséncia de um
coquetel de citocinas.

Os resultados mostrados na Figura 25 evidenciam que o silenciamento
de HSP25 bloqueou a diminuicdo dos niveis de Caspase-9 induzidos pela
rhPRL (C) observados tanto em células MIN6 (A), como em células MIN6-scC
(B) apds o tratamento de 24h com citocinas (Tabela 11).

Ainda, a Figura 25 mostrou que o bloqueio da ativacao da via de
sinalizagao classica da prolactina reverteu o efeito de citoprotecdo do
hormonio observado tanto em cultura de MIN6 (A), como em MIN6-scC (B)

(Tabela 11).
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Figura 25: Proteinas pro-apoptéticas nao sao reguladas por rhPRL com a inibicdo de HSP25.
As células foram tratadas por 24h, com citocinas TNFa (8ng/mL), INFy (4ng/ML) e IL-1B(0,8ng/mL), na
presenca ou auséncia de rhPR (300ng/mL) e auséncia ou presenca de AG490 (10 uM). Os niveis
proteicos de Caspase 9 foram detectados por Western blot. Os imunoblots mostrados sao resultados
representativos. O histograma corresponde a todos os dados e os resultados estdo
apresentados como unidade arbitraria de densitometria apés a normalizacdo pelo conteldo
proteico de Tubulina. Os resultados estdo apresentados como a média £ EPM; n=3 experimentos
independentes. A- células MIN6 . a vs. b; a vs. c:p<0,05; b vs. c:p<0,05. B- células MIN6C. a vs.
b:p<0,05. C- Células MIN6-shHSP25.
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Tabela 11: Razdo entre a expressao proteica de Caspase-9/Tubulina.

Tratamentos\Tipos Celulares MIN6 MING6-scC MING6-
shHSP25
0,1% SFB 9,6+0,5 0,52+0,01 1,6%0,3
0,1% SFB+citocinas 6,5+0,6 2,3+0,1 1,4+0,2
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 2,05%0,05 0,5+0,1 2,1+0,2
0,1%SFB+citocinas+AG490 6,6+0,8 2,02+0,08 3,0+1
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL | 7,3%0,3 2,2+0,3 2,6£0,9

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM
n=3 experimentos independentes.

Para reforcar nossa hipotese, repetimos os tratamentos acima descritos
em cultura de células MIN6, MIN6C e MIN6-shHSP25, extraimos as proteinas
totais das amostras em tampao apropriado, apdés 30min, 3h, 6h, 9h e 18h de
inducdo & morte e foi examinado o efeito deste tratamento na atividade de
Caspase-8, envolvida na via extrinseca da apoptose. Ainda, a atividade de
Caspase-3, enzima central em ambas as vias induzidas na apoptose,
também foi avaliada. O pico de atividade tanto de Caspase-8, como de
Caspase-3 foi observado apds 9h de inducdo a morte pela combinacdo de
citocinas utilizada.

Como mostrado na Figura 26 e Tabela 12, em células MIN6-shHSP25,
sob morte induzida por 9h, na presenca de rhPRL, ndao houve inibicdo da
atividade de Caspase-8 (C), contrariamente ao observado tanto em culturas
de MIN6 (A), como em MIN6-scC (B), mostrando que a presenga de Hsp25 é
importante para regular a ativacao desta proteina, participando assim, na
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inibicdo da via extrinseca da apoptose. Ainda, podemos observar que o
inibicdo da ativacao de JAK2 por AG490 aboliu os efeitos citoprotetores
obtidos pelo tratamento hormonal, em relacdo a atividade de caspase-8,
tanto em cultura de células MIN6 (A), como em cultura de células MIN6-scC

(B) (Tabela 12).

Tabela 12: Atividade de Caspase-8.

Tratamentos\Tipos Celulares MIN6 MING6-scC MING6-
shHSP25
0,1% SFB 80+3 83+£3 83+3
0,1% SFB+citocinas 113+6 99,7+1,0 103+3
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 75x2 84+2 102+3
0,1%SFB+citocinas+AG490 98+4 1001 98+3
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL 98+4 107+4 100+2

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM
n=3 experimentos independentes.
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Figura 26: Atividade de Caspase-8 nao diminui em cultura de células silenciadas
para HSP25, na presenca de rhPRL. As células foram submetidas a privacao de soro e
tratadas por 9h, com uma combinagdao de citocinas TNFa (8ng/mL), INFy (4ng/ML) e IL-
1p(0,8ng/mL), na presenca ou auséncia de rhPRL (300ng/mL) e auséncia ou presenca de
AG490 (10 uM). 9h apds o tratamento as células foram coletadas em um tampdo
apropriado. A atividade de Caspase-8 foi medida por um ensaio fluorimétrico utilizando um
substrato especifico. Os resultados foram normalizados relativos ao conteldo proteico total e
sdo médiastEPM; n>3 experimentos independentes realizados em triplicata.A- Células
MIN6. a vs. b:p<0,05. B- células MIN6-scramble C. a vs. b:p<0,05. C- Células MIN6-
shHSP25. a vs.b:p<0,05.
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Os resultados da atividade de Caspase-3 apresentados na Figura 27
(Tabela 13), em células MIN6-shHSP25, sob morte induzida por citocinas, na
presenca de rhPRL, mostrou que ndo houve inibicao da atividade de
Caspase-3 neste tipo celular (C), contrariamente ao observado tanto em
culturas de MIN6 (A), como em MIN6-scC (B).

Ainda, podemos observar que a inibicdo da ativacdo de JAK2 por
AG490 aboliu os efeitos citoprotetores obtidos pelo tratamento hormonal, em
relacao a atividade de Caspase-3, tanto em cultura de células MIN6 (Figura
27A), como em cultura de células MIN6-scC (Figura 27B) (Tabela 13). Estes
resultados indicam que a presenca de Hsp25 pode ser importante para
regular tanto a ativacdo desta proteina, como perpetuar os efeitos
citoprotetores da prolactina, exercidos tanto na via intrinseca, como na via

extrinseca da apoptose.

Tabela 13: Atividade de Caspase-3.

Tratamentos\Tipos Celulares MIN6 MING6-scC MING6-
shHSP25
0,1% SFB 23%1 51+1 106+3
0,1% SFB+citocinas 100+8 97+10 100£2
0,1% SFB+citocinas+rhPRL 2842 57,4%0,8 96+3
0,1%SFB+citocinas+AG490 85+21 9244 116+5
0,1%SFB+citocinas+AG490+rhPRL 90411 117+13 9442

Os valores apresentados estdo expressos como Média+EPM
n=3 experimentos independentes.

121



Resultados

o MING - 9h B MINEC - 9h
150- = SO i a a
® a a a @ ~ T
g% -4
% E 1o0{ L T T 2 = 100 = =
S8 2 3 b b
Ss 22 4.
83 ™ g
E = _E —
: | m =
0 T T T 0 T T T
SFEO,Ph - + + + + SFB 0, + + + * *
Citocinzs * + + + o Citocinas + + + +
Wt culo - . - Wil ol o + . - &
rhPRLEMNg'mL] - + i + rhPRLBONGmML] - + : +
AGL0 [10uh) . . + + AGAS0 (0] g + +
C MING-shHsp 25 — 9h
1504
® b
@
5% a a — a
) E 100 pm—
=0
¢ s
2 =
-
2 o
£ 909
Z
=
ﬂ T T 1
SFB 0.1% + + + + +
Citocinas + + + + R
Veiculo + - + - -
rhPRL(300ngimL) - + - + -
- + + -

AGA90{10pM/mL})

Figura 27: Atividade de Caspase-3 nao diminui em cultura de células silenciadas
para HSP25, na presenca de rhPRL. As células foram submetidas a privacdo de soro e
tratadas por 9h, com uma combinagdo de citocinas TNFa (8ng/mL), INFy (4ng/ML) e IL-
1p(0,8ng/mL), na presenca ou auséncia de rhPRL (300ng/mL) e auséncia ou presenca de
AG490 (10 uM). 9h apds o tratamento as células foram coletadas em um tampéo
apropriado. A atividade de Caspase-3 foi medida por um ensaio fluorimétrico utilizando um
substrato especifico. Os resultados foram normalizados relativos ao contelido proteico total e
sdao médiastEPM; n>3 experimentos independentes realizados em triplicata.A- Células MIN6
a vs. b:p<0,05; B- células MIN6-scramble C.a vs. b:p<0,05. C- Células MIN6- shHSP25.
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4.3. Investigacao da via de sinalizacao da prolactina em ilhotas
pancreaticas humanas e sua relacdo com HSP27/25.

Com o intuito de estudar melhor os mecanismos moleculares
envolvidos na protecdo celular de ilhotas pancreaticas humanas, na presenca
de rhPRL. Estas foram isoladas a partir de pancreas de doador humano com
morte cerebral e mantidas em cultura em CMRL 10%SFB. Foi investigada
entdo, a cinética da ativacao de p38, STAT1 (STAT1B p84 e STATa p91) e
Heat Shock Transcription Factor-1 (HSTF1), para tanto as culturas primarias
de ilhotas pancreaticas humanas foram cultivadas em CMRL suplementado
com 0,5% SFB e tratadas com rhPRL.

Como mostrado na Figura 28A, o tratamento com rhPRL induziu um
rapido aumento na expressao de HSTF1, com nivel maximo em 10min e
perdurando com nivel aumentado até 2h apds o tratamento.

Além disso, o tratamento com rhPRL também induziu uma rapida
fosforilacdo de p38 (Figura 28B) e de STAT1 (Figura 28C), com inicio aos
10min e atingindo seu nivel maximo em 30min, com posterior declinio. A fim
de verificar a compatibilidade dos tempos de aumento de expressao ou
fosforilagao de HSTF1, p38 e STAT1 com o aumento de expressao de HSP27,
foi investigada entdo, a cinética da ativacao desta, apds o tratamento das
ilhotas humanas células com rhPRL. A Figura 30D mostra que a incubacao
com rhPRL induziu um aumento na expressao de HSP27 apds 2h do

tratamento.
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Figura 28: Niveis proteicos ou fosforilacao de HSTF1, p38, STAT1 e HSP27 sdao
induziveis por rhPRL em cultura primaria de ilhotas pancreaticas humanas. Cultura
primaria de ilhotas pancreaticas humanas cultivadas em CMRL suplementado com 0,5% SFB
foram tratadas com rhPRL (200ng/mL) por diferentes tempos. A- Os niveis proteicos de
HSTF1 foram avaliados por WB em extratos proteicos totais (100ug de proteinas totais por
tratamento). A normalizacdo foi feita pelo conteddo proteico de Tubulina; a vs. b: p<0,01.
B- A ativacdo de P38 foi avaliada através da relacdo pP38 /P38, por WB em extratos
proteicos totais (100pug de proteinas totais por tratamento), a vs. b: p<0,01; a vs.
c:p<0,001. C- As células foram entdo lisadas e STAT1 foi imunoprecipitada de 1mg de
preoteinas totais. Imunocomplexos foram submetidos a SDS-PAGE e analisados por WB com
anti-pTYRmAb. As membranas foram estripadas e reemcubadas com o mesmo anticorpo
usado para a imunoprecipitacdo, confirmando que quantidades semelhantes de cada
proteina foram utilizadas, a vs. b: p<0,05; a vs. c:p<0,001; b vs. c: p<0,01. D- Os niveis
proteicos de HSP27 foram avaliados por WB em extratos proteicos totais (100ug de
proteinas totais por tratamento). A normalizacdo foi feita pelo conteldo proteico de
Tubulina; a vs. b: p<0,05. Os imunoblots mostrados sdao resultados representativos. O
histograma corresponde a todos os dados e os resultados estdo apresentados como unidade
arbitraria de densitometria. Os resultados estdo apresentados como a média £ EPM; n=3
experimentos independentes.
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O principal objetivo no tratamento do diabetes é o aumento da
funcao, proliferacao e sobrevida das células beta pancreaticas. Apesar do
desenvolvimento dos processos que envolvem o isolamento e transplante
das ilhotas pancreaticas, estes ainda representam condicdes de alto
estresse para as células beta. Assim, uma citoprotecdo especifica para
estas células poderia ajudar no desenvolvimento de novas e eficientes
estratégias para aumentar a eficiéncia e o sucesso do transplante.

Resultados prévios do nosso laboratério mostraram um efeito
benéfico do tratamento com prolactina em células beta humanas, tanto
em sua funcdo como na proliferacdo (Labriola; Montor et al., 2007). E
amplamente aceito que o mecanismo de progressao de morte celular mais
importante em células beta é a apoptose (Rabinovitch; Suarez-Pinzon et
al., 1994; Mandrup-Poulsen, 1996; Augstein, Elefanty et al., 1998;
Mandrup-Poulsen, 2001; Thomas, McKenzie et al., 2009). Recentemente
foi mostrado também, que o tratamento com PRL em ilhotas humanas
melhorou o enxerto e a funcao das células transplantadas por aumentar a
revascularizacdo e a sobrevivéncia celular (Johansson; Olerud et al.,
2009; Yamamoto; Mita et al., 2010). Resultados recentes do nosso
laboratério mostraram que rhPRL promove a sobrevivéncia de células beta
e que este efeito citoprotetor acontece pela inibicao tanto da via
extrinseca como da via intrinseca da apoptose (Terra; Garay-Malpartida et

al., 2011).



Além disso, nossos estudos mostraram que a proteina antiapoptotica
HSP27 tem seus niveis de expressdo aumentados em cultura de ilhotas
pancreaticas humanas, na presenca de prolactina, em relacdo as culturas
de células controle ndo tratadas com o hormonio (Labriola; Ferreira et al.,
2007). A proteina HSP27 (HSPB1), descrita em murinos como Hsp25, é
uma proteina induzida em resposta a diferentes estimulos de estresse e
sua expressao tem sido correlacionada com o aumento de sobrevivéncia a
estimulos citotoxicos e a agentes indutores de apoptose (Concannon;
Gorman et al., 2003). O presente estudo foi focado no papel de HSP27/25
no efeito citoprotetor da prolactina humana recombinante em células beta.
Para tanto foi gerada uma linhagem celular de MING6 silenciada para Hsp25
(MIN6-shHSP25) em forma estdavel, assim como linhagens controles,
utilizando-se sequéncias scramble: MIN6-scA, MIN6-scB, MIN6-scC e
MING6-scD.

A falta de doadores humanos de pancreas e a dificuldade em obter e
manter cultura de células beta por longos periodos, sem que percam suas
principais caracteristicas morfofisioldgicas representam os principais
obstaculos para o transplante de ilhotas pancreaticas isoladas, assim
como, para o desenvolvimento de pesquisas que se propdem entender os
mecanismos moleculares envolvidos no DM1 (Adcock; Austin et al., 1975,
Gragnoli, 2008, Terra; Teixeira et al., 2013). Neste sentido, linhagens de
células derivadas de insulinomas de roedores, representam uma

alternativa amplamente utilizada para o estudo de mecanismos fisioldgicos



e patofisioldgicos que envolvem o metabolismo de glicose e para o
estabelecimento de modelos in vitro envolvendo danos de célula beta que
ocorrem em DM1 (Frodin; Sekine et al., 1995, Gylfe and Hellman, 1986,
Hill; Oberwetter et al., 1987, Meglasson; Manning et al., 1986, Trautmann
and Wollheim, 1987, Verspohl; Tollkuhn et al., 1995).

A utilizacao, fosforilacdo e o transporte de glicose, assim como a
resposta secretdria, estdo bem caracterizados na linhagem de células de
insulinoma de camundongo MIN6 (Ishihara; Asano et al., 1993). Estas
caracteristicas sdao similares aquelas encontradas em ilhotas isoladas,
indicando que esta linhagem pode ser um modelo apropriado no estudo de
mecanismos de secrecdo de insulina estimulado por glicose em células
beta pancreaticas (Ishihara; Asano et al., 1993). Neste estudo foi utilizado
como modelo a linhagem celular MIN6. Para tanto, foi adaptado um
protocolo que proporcionou manter em longo prazo as células MING,
MIN6-shHSP25 e MIN6-sc em otimas condicdes de cultura.

Em nosso laboratoério, duas abordagens distintas sdo utilizadas para
induzir a morte celular programada em células beta humanas: privacdo de
soro (Galli e Fratelli, 1993; Mizuno; Yoshitomi et al., 1998; Terra; Garay-
Malpartida et al., 2011) e tratamento com citocinas (Suk; Kim et al.,
2001; Allagnat; Cunha et al., 2011; Terra, Garay-Malpartida et al., 2011).
O presente estudo mostrou que na linhagem celular MIN6, rhPRL
apresentou efeitos citoprotetores no caso da morte induzida por uma

combinacgao de citocinas pro-inflamatérias semelhantes ao observado em



ilhotas pancreaticas humanas (Terra; Garay-Malpartida et al., 2011). No
entanto, nada podemos afirmar sobre os efeitos citoprotetores da rhPRL
no caso de morte induzida por privacao de soro. Estes resultados estao de
acordo com a literatura, e possivelmente sejam devido ao fato das células
MIN6 pertencerem a uma linhagem de células tumorais que podem ser
cultivadas livres de SFB, ao menos até 48h, sem que haja significante
perda no niumero de células vivas (Mizuno; Yoshitomi et al., 1999).
Assim, foram entdo avaliadas as caracteristicas-chave de algumas das
principais vias de apoptose induzidas por uma combinagao de citocinas,
em células beta, e foram validadas as propriedades de citoprotecao
especificas da rhPRL para as culturas de células MIN6. Como previamente
descrito, o efeito do GH humano na apoptose induzida por citocinas de
células beta murinas envolve o balanco entre proteinas pré- e
antiapoptoticas da familia BCL2 (Jensen; Galsgaard et al., 2005; Fujinaka;
Takane et al., 2007). Em estudos prévios mostramos pela primeira vez em
células humanas, que o efeito citoprotetor da prolactina envolve, ao
menos em parte, niveis aumentados da proteina antiapoptotica BCL2, mas
nao BCLx., niveis diminuidos da proteina pré-apoptotica Bax, assim como
a inibicao das caspases iniciadoras (caspase-8 e -9), e da caspase efetora
(caspase-3) (Terra, Garay-Malpartida et al., 2011). Neste estudo
mostramos, que em células MIN6 na presenca de rhPRL e tratamento com
uma combinacgao de citocinas, ndo somente aumentou o balango anti/pro-

apoptotico de genes da familia BCL2, tanto para a relacdo Bcl2/Bax, como



para BCLx./Bax, mas diminuiram os niveis de expressao de proteinas anti-
apoptoticas como Bax, Smac-Diablo e Caspase-9. Ainda, na presenga de
rhPRL, diminuiram a atividade de Caspase-8 e Caspase-3. Além disso, os
niveis de expressao das proteinas antiapoptoticas Bcl2 e os niveis de
expressao génica e proteica de Hsp25 aumentaram na presenca do
hormoénio. Estes resultados estdao de acordo com outros ja publicados
(Fujinaka, Takane et al., 2007), os quais mostram que o silenciamento da
proteina BCLx_ inibe significativamente a protecdo mediada por
lactogénios contra morte induzida por Dexametasona (DEX), tanto de
culturas primarias de células beta de camundongo, como de células de
insulinoma de rato (INS-1). Estudos mostram também que a prevengao
da apoptose por um inibidor de caspases melhora significativamente a
funcao e longevidade de ilhotas humanas em um modelo de camundongos
diabéticos (Emamaullee; Davis et al., 2008). Ainda, esta demonstrado que
a superexpresssdo de BCL2 protege células beta de apoptose
(Rabinovitch; Suarez-Pinzon et al., 1999; Liu; Rabinovitch et al., 1996;
Dupraz; Rinsch et al., 1999).

Relatos prévios mostram que lactogénio placentario (PL) promove a
sobrevivéncia de células beta através da via de sinalizagdo JAK2/STATS
(Fujinaka; Takane et al., 2007; Kondegowda; Mozar et al., 2012). Tanto a
Prolactina como o lactogénio placentario atuam através de um mesmo
receptor (receptor de prolactina - PRLR), e ativam inUmeras vias de

sinalizacdo, como JAK2/STATS5, fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K/Akt), e



extra-cellular signal-regulated kinase-1/2 (ERK1/2), que estao envolvidas
na sobrevivéncia celular. As trés vias sao imediatamente ativadas apds
tratamento com PRL em células INS-1. O uso de inibidores especificos
para cada uma das trés vias (AG490, Wortmannin e PD98059,
respectivamente) foi utilizado e os efeitos sobre o estimulo de PRL
analisado. Somente o inibidor de JAK2, AG490, reduziu os efeitos
citoprotetores contra morte induzida por DEX (Fujinaka; Takane et al.,
2007).

Além disso, usando transferéncia génica mediada por adenovirus para
a expressao de um mutante dominante negativo para STATS5, foi anulado
o efeito antiapoptético do hormodnio de crescimento humano (hGH).
Resultados recentes do nosso laboratério mostraram, utilizando o inibidor
especifico de JAK2, AG490, que a via de sinalizacdo classica da PRL é
responsavel pela inibicido de Caspase-8 e Caspase-9 (Terra; Garay-
Malpartida et al., 2011). Neste estudo mostramos que a inibicdao da via
classica da PRL, Jak2/STATS5, por seu inibidor especifico AG490 (10uM),
em culturas de células MIN6, reverteu o efeito de citoprotecdo da rhPRL
na morte induzida por um coquetel de citocinas, aumentando a
porcentagem de nucleos hipodipldoides marcados com PI, diminuindo o
balanco anti/pré-apoptdtico de genes da familia BCL2, tanto para a
relacdo Bcl2/Bax, como para BCLx,/Bax, aumentando os niveis de
expressao ou atividade de proteinas pré-apoptoticas Caspase-8, Caspase-

9 e Caspase-3. Além disso, a inibicdo de Jak2 promoveu uma diminuicao



nos niveis de expressao génica de Hsp25, mostrando que além do papel
citoprotetor, rhPRL estd envolvida na regulacao desta proteina. A figura 29
mostra um esquema da regulacao citoprotetora da rhPRL, sobre a via
apoptotica de células MIN6, como observado neste trabalho.
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a via apoptoética (setas verdes). Em destaque a proteina HSP27/25, a qual teve tanto
seus niveis de expressdo génica, como proteica, aumentados na presenga do hormoénio,
apos indugdo a morte celular com uma combinagdo de citocinas pro-inflamatérias. IAP:
Inhibitor of Apoptosis (acesso em 10/10/2012. Adaptado de:

http://oncorred.blogspot.com.br/2012/07/survivina-la-homeostasia-celular-esta.html).

Proteinas de choque térmico (HSPs) compreendem diferentes familias
gue sao induzidas na resposta a uma grande variedade de insultos
fisiolégicos e ambientais (Lindquist and Craig, 1988; Tissieres; Mitchel et
al., 1974; revisado por Concannon; Gorman et al., 2003). Uma das

proteinas que é fortemente induzida durante a resposta ao estresse é a



proteina de choque térmico 27 (HSP27/25), a qual é correlatada com o
aumento da sobrevivéncia em resposta ao estimulo citotdxico.

Células ndo estressadas apresentam, em geral, niveis baixos de
HSP27, predominantemente, como uma grande unidade oligomérica com
aproximadamente 800KDa, composta por seis complexos tetraméricos da
proteina. O tamanho destas unidades oligoméricas dependem de
parametros fisicos e quimicos, como temperatura, pH, forca iOnica e o
grau de fosforilacdo dos mondémeros individuais (Lavoie; Lambert et al.,
1995; Zantema; Verlaan-De Vries et al., 1992).

Durante a resposta ao estresse, ocorre um aumento no nivel de
expressao de HSP27 que é precedido por uma inducdo a fosforilacdo e
reorganizacao do estado multimérico das proteinas. A fosforilacdo pode
ocorrer em trés diferentes residuos de serina, Ser-15, Ser-78 e Ser-82
(Lavoie; Lambert et al., 1995; Zantema; Verlaan-De Vries et al., 1992) e
pode ser modulada por hormoénios da familia da prolactina (Mandrup-
Pousen, 2001). Em geral, a indugcao de HSP27 é transiente e a proteina
retorna ao estado basal apds a remocao do estresse (Pauli, Arrigo et al.,
1989). Este tipo de mudanca de expressdao e localizagcdo também ocorre
com HSP25 de murina (a equivalente da HSP27 humana).

A funcdo de HSP27 é altamente influenciada por modificagdes pods-
traducionais. Recentemente, foi mostrado que a superexpressao de HSP27
fosforilada induziu a neuroprotecdo contra injuria neuronal isquémica. Em
adicdo, esta fosforilacdo, essencial para o efeito antiapoptotico de HSP27,

é induzida por proteina quinase D (Stetler et al., 2012). Em células nao



neuronais, o efeito de HSP27 sobre a sobrevivéncia celular parece atuar
por mecanismos dependentes do tipo celular (Acunzo; Katsogiannou et
al., 2012).

Neste trabalho, mostramos que o silenciamento da proteina HSP25
em células MIN6 promoveu a reversdo do efeito citoprotetor obtido apds o
tratamento com prolactina e inducdao de morte por citocinas em
comparagcao com as células controle. Uma hipdtese para este resultado é
gue rhPRL promoveu uma inibicdo da via extrinseca da apoptose, uma vez
gue na auséncia de HSP25, as células silenciadas ndo apresentaram a
inibicdo da atividade de Caspase-8, como visto nas células controle nas
condicdes acima descritas. Durante o processo inflamatério caracteristico
do DM1, células beta sdo expostas as citocinas proé-inflamatorias,
liberadas por células do sistema imune que, por sua vez, ativam os
receptores ligados as moléculas Fas/APO, induzindo, assim, a ativacao de
caspases iniciadoras como a Caspase-8. A expressao constitutiva de
HSP27 em células L929 (fibroblasto murino), blogueou a morte celular
mediada por Fas/APO-1 (Mehlen; Schulze-Osthoff et al., 1996). Portanto,
a via extrinseca da apoptose poderia estar sendo regulada por inibicdo da
ativacdo dos receptores de moléculas pro-inflamatérias (Figura 29).
Adicionalmente, a inibicao da atividade de Caspase-8, coibe a ativacao de
BID, proteina responsavel pelo cruzamento das vias extrinseca e
intrinseca, diminuindo, assim, o estimulo apoptético sobre esta ultima via.

Estudos mostram que HSP27 pode coibir a apoptose através da
inibicdo direta da ativacdo de caspases. Em células leucémicas humanas
U937, a superexpressao de HSP27 inibiu a clivagem do zimdgeno de
Caspase-9, impedindo sua ativagao, em um evento a jusante da liberagao
de Citocromo-c (Garrido; Bruey et al., 1999; Bruey; Ducasse et al.;

2000). No entanto, em linfécitos-T Jurkat a inibicdo da apoptose durante



estresse, acontece, preferencialmente, pelo bloqueio da liberacao de
Citocromo-c da mitocondria (Samalli; Robertson et al., 2001).
Adicionalmente, HSP27, também regula a formagao e funcionamento do
apoptossomo e consequente ativagdo de pré-caspases-9, por uma
habilidade de sequentrar Citocromo-c, apds o extravasamento deste para
o citosol. Conjuntamente, uma imunoprecipitacdo de HSP27 resultou em
uma co-precipitacao tanto de Citocromo-c, como de Caspase-3, indicando
duas interagdes independentes (Concannon; Orrenius et al., 2001;
Pandey; Farber et al., 2000). Ainda, a inibicao de HSP27 por RNAi em
macrofagos induz a apoptose e a superexpressdao desta proteina em
monocitos promove a protecdo celular por ligacao de HSP27 a Caspase-3
(Voss; Batra et al., 2007). Neste estudo foi mostrado que em células
MIN6 silenciadas para Hsp25, nao houve inibicao de expressao de
Caspase-9, na presenca de rhPRL e inducao de morte por citocinas, em
comparagao com as células controle. Além disso, em células MIN6, com o
tratamento na presenca do hormodnio ndao somente houve menor
expressdao de Caspase-9, mas também menor ativacdo desta proteina,
evidenciando assim que HSP27/25 tém um papel importante na inibigao
da via intrinseca da apoptose, mediada por rhPRL. Adicionalmente, em
células MIN6-shHSP25, ndao houve inibicao de atividade de Caspase-3.

Ja é conhecido que células induzidas ao acumulo de HSPs tornam-se
mais tolerantes aos insultos citotéxicos, um fendmeno denominado

“termotolerancia” (Concannon; Gorman et al., 2003). Interessantemente,



evidéncias recentes tém mostrado que um significante “pool” de HSP27
esta localizado na fracdo mitocondrial de células termotolerantes Jurkat
(Samalli; Robertson et al., 2001), talvez desempenhando um papel similar
a BCL-2. A funcao de BCL-2 é inibir proteinas pro-apoptéticas da mesma
familia, coibindo a liberacdao de Citocromo-c do espaco intermembranas
mitocondrial. No entanto, o papel de HSP27 localizado proximo na
membrana mitocondrial é controverso. Paul e colegas reportaram
recentemente, que esta localizacdo nao é significante em termos de
prevenir a liberacdo de Citocromo-c da mitocondria, mas pela capacidade
de HSP27 em manter a integridade da rede de actina e prevenir a
translocacao de fatores pro-apoptéticos, como BAK e BAX, para a
mitocondria (Concannon; Gorman et al., 2003). A ativacdo da via
apoptotica se da, essencialmente, pelo resultado do balanco entre
proteinas pro-/antiapoptoéticas. Nosso estudo mostrou que na auséncia de
HSP27, ndao houve aumento da razao de expressao proteica, tanto para
Bcl-2/Bax, como para Bclx,/Bax, induzido por rhPRL, apds incubacdao com
uma combinacdo de citocinas proé-inflamatdérias, como observado nas
células controle e também visto para a relagdao BCL-2/BAX, em ilhotas
pancreaticas humanas (Terra; Garay-Malpartida et al., 2011). A Figura 30
mostra alguns dos possiveis pontos de regulacdo da via apoptotica pela
proteina HSP27/25, dependentes do tipo celular estudado.

Ha somente um relato da acdo de HSP27/25 em células beta.

Camundongos transgénicos que superexpressam HSP27 s3o mais



resistentes a diabetes induzida por estrepzotocina (STZ). Adicionalmente,
a expressao de HSP27 se deu preferencialmente em célula beta e foi
observada uma atenuacdo de apoptose nestas células apds as injecoes

com STZ (Dai; Patel-Chamberlin et al., 2009).
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Figura 30. Regulagdo da via apoptoética por HSP27/25. HSP27/25 pode inibir a via
extrinseca da apoptose através da inibicdo de moléculas ligadas aos receptores desta via,
como pode coibir a via intrinseca, atuando em diversos pontos a montante e a jusante da
liberagdo de citocromo-c do espaco intermembrana da mitocondria (Adaptado de
Concannon; Gorman et al., 2003).

Em conjunto, nossos resultados indicam que HSP27/25 desempenha
um papel importante na citoprotecao de células beta, mediada por rhPRL,

tanto pela inibicdo da via extrinseca como pela via intrinseca da



apoptose, ativadas pela inducdo de morte por citocinas pré-inflamatorias.
O aumento dos niveis de expressao de HSP27/25 na presenca do
hormonio inibe a atividade de Caspase-8 e coibe o aumento de expressao
de Caspase-9, processos estes, que induzem a clivagem e ativacao de
Caspase-3. No entanto, a inibicao da atividade de Caspase-3 pode
acontecer de modo sinergistico, através da interacao direta de Hsp25,
com esta caspase efetora. Ainda a predominancia do efeito antiapoptético
dado pelo balanco de expressdao de proteinas da familia BCL-2 na
presenca de rhPRL, é dependente da presenca de HSP27/25 e concorrem
para a inibicao da via intrinseca em células beta.

Adicionalmente, o acumulo de proteinas desnaturadas pode ativar
uma resposta ao estresse, aumentando a expressao de HSPs, com a
funcao de chaperonas moleculares. Se grandes quantidades de proteinas
danificadas estao presentes, podem formar agregados, os quais servem
como um sinal para a inducdao de apoptose. Concomitantemente, o
aumento de expressao de HSP27/25 facilitaria o reparo ou destruigao
destas proteinas, promovendo a recuperacdo celular. Esta habilidade de
HSP27/25 pode contribuir para o aumento da taxa de sobrevivéncia de
células beta por limitar os niveis de proteinas malformadas (Bryantsev;
Kurchashova et al., 2007; Concannon; Gorman et al., 2003).

O mecanismo classico da PRL envolve a ligacdo do hormonio ao seu
receptor de membrana (PRLR), o qual se dimeriza, recrutando a proteina

Janus Kinase 2 (JAK2) que, uma vez fosforilada, promove a fosforilagao



dos residuos de tirosina na porgao citoplasmatica do receptor, iniciando a
cascata de fosforilagdo de diversas proteinas, incluindo as proteinas da
familia das STATs (Signal Transducer and Activator of Transcription) e de
MAPk (mitogen-activated protein kinases), entre outras. Contudo, nao se
sabe qual dessas vias poderia estar mediando o efeito citoprotetor
causado pela rhPRL em células beta humanas. Resultados prévios de
nosso laboratério, descreveram pela primeira vez em ilhotas humanas, a
ativacdao de JAK2 induzida por rhPRL, e a transdugao de sinal e ativagao
de STAT5, 3 e 1 (Labriola, Montor et al., 2007). Ainda, esta descrito que
células humanas infectadas com o virus do Sarampo tornam-se
suscetiveis a apoptose causada por estresse extracelular. O virus do
Sarampo estimula a degradacdao de STAT1 dependente do proteassomo.
Estas células infectadas, com diminuicdo de STAT1, fracassam em adquirir
termotolerancia apds exposicdo ao calor e estresse quimico. Ainda, o
mesmo grupo tem reportado que STAT1 é requerida para a transcricao de
HSP27, mas nao de HSP70 (Yokota, Yokosawa et al., 2003). Nossos
resultados demonstram que, em células beta humanas ha uma réapida
fosforilagdo de STAT1, com pico maximo em 30min apds o tratamento
com rhPRL.

De modo interessante, alguns trabalhos recentes mostraram que
p38 estaria regulando um aumento da sobrevivéncia de células INS-1
(Ehses; Casilla et al., 2003), levando a investigacao da cinética de ativacao

de p38 apos tratamento com prolactina. Os nossos resultados mostraram



gue ha uma fosforilacdao rapida e transitéria de p38 apds o tratamento
com rhPRL, em células beta humanas.

Além disso, esta amplamente descrito na literatura que a expressao
génica de eucariotos é mediada por um fator de transcricao de choqgue
térmico 1 (HSF1 ou HSTF1). HSTF1 esta presente em estado latente em
condicdes normais e é ativado sob estresse de calor. Como demonstrado
neste trabalho, prolactina induziu um aumento na expressao de HSTF1
ap6s 10min de tratamento hormonal.

Foi amplamente discutido neste trabalho a inducao de expressao de
HSP27/25 por prolactina em células beta. No entanto, com o intuito de
verificar se a cinética de expressao de HSP27/25 era compativel com os
tempos encontrados para HSTF1, em ilhotas humanas, foram observados
o padrao de inducdo desta proteina em tempos iniciais apds o estimulo,
mostrando que em 2h, ja ocorre o aumento de expressao.

Resultados anteriores mostraram que lactogénios promovem a
sobrevivéncia (Fujinaka; Takane et al, 2007) e citoprotecao (Kondegowda;
Mozar et al, 2012; Jensen; Galsgaard et al., 2005) de células beta
pancreaticas, através da ativacao da via de sinalizacdo JAK2/STATS5. A
andlise dos dados aqui apresentados e de resultados prévios de nosso
laboratério, que tem mostrado o efeito citoprotetor de rhPRL em cultura
primaria de ilhotas pancreaticas humanas, além dos efeitos deste
hormoénio sobre JAK2 e STAT5, 3 e 1 (Labriola; Montor et al., 2007,

Labriola; Ferreira et al., 2007; Terra; Garay-Malpartida; et al., 2011),



auxiliaram-nos a propor um modelo hipotético do mecanismo molecular
envolvido na via de sinalizagdo do hormoénio PRL e a transducdo do sinal
via JAK2-STAT1 em ilhotas pancreaticas humanas. A ligacdo do hormoénio
ao seu receptor (PRLR) promove sua dimerizagao e recrutamento de JAK2,
gue apds fosforilacdo, catalisa a fosforilagcdo dos residuos de tirosina do
receptor e direta ou indiretamente, de STAT1 e de p38, 0 que possibilita a
ligacdo destas proteinas ao HSTF1 e seu direcionamento ao nucleo, onde
se liga a regiao promotora do gene de HSP27, dando inicio a transcricao
deste (Figura 31). Em duas horas, apds o estimulo, a proteina HSP27 ja
esta sendo traduzida no citoplasma, e o aumento de sua expressao pode

ser detectada por Western blot.

Nao sabemos exatamente se existe uma hierarquia das vias, nas
quais HSP27 estd agindo e se isso é regulado diferentemente, dependendo
do estimulo que leva a superexpressao desta proteina, mas conseguimos
provar pela primeira vez que esta proteina é crucial na acdo da PRL em
células beta. Nosso objetivo é aprofundar este estudo, na tentativa de
desvendar melhor os mecanismos pelos quais PRL provoca a citoprotecao,
visando, no futuro, poder estabelecer os pilares para uma estratégia que
promova a sobrevida das células beta, auxiliando, assim a otimizar o

sucesso do transplante de ilhotas.
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Figura 31: Modelo hipotético do mecanismo molecular da via de sinalizagdo do
hormoénio PRL. A ligacdo do hormdnio ao seu receptor (PRLR) promove sua
dimerizacdo, recrutamento e fosforilacdo de JAK2. As proteinas STAT1 e p38 sdo
fosforiladas e se ligam ao HSTF1. Este complexo proteico é transportado para o nucleo,
se ligando a regido promotora do gene HSP25 e dando inicio da transcricdao do gene. Em
duas horas, apds o estimulo, a proteina HSP27 ja esta sendo traduzida no citoplasma, e
sua expressao detectada por Western blot. (Figura adaptada de www.biocarta.com).







6. Conclusoes






Conclusoes

O modelo de células de um insulinoma murino MIN6 foi validado.
Ainda, estes estudos demonstram o papel chave de HSP27/25 nos efeitos
citoprotetores induzidos por rhPRL, desde que a auséncia desta proteina
aboliu completamente os efeitos benéficos induzidos por PRL sobre a morte
de células beta. Além disso, nds fornecemos pela primeira vez, evidéncias da
co-regulacao de HSP27 e HSTF1 induzidas por rhPRL em células humanas
pancreaticas, que pode estar sendo mediada pela ativacdo de STAT1 e p38.
Coletivamente, nossos resultados podem conduzir para a atenuacdao da
morte de células beta por meio da sobre-regulacdo de uma via de protecao

enddgena, a qual é independente da modulagdo do sistema imunoldgico.
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