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RESUMO

O growth-hormone-releasing hormone (GHRH) é um horménio produzido no hipotdlamo,
responsdvel por induzir a sintese e a secre¢do do hormoénio do crescimento pela hipdfise,
contudo, recentemente, vem se demonstrando a sua acdo também em tecidos periféricos, dentre
eles o pancreas enddcrino. Nas células alvo o GHRH elicita vias de sinalizagdo que culminam
com o aumento da sobrevivéncia, proliferacio e diferenciacdo celular. Desta maneira,
considerando-se o declinio de massa de células beta concomitante a progressio do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), o GHRH torna-se um potencial agente terapéutico, contudo seus
mecanismos de acdo ndo estdo completamente elucidados. Um dos mecanismos relacionados
ao declinio progressivo da funcdo insular é o estresse de reticulo endoplasmético (RE), que
contribui para o avanco do DM2. Como os efeitos do GHRH e seus agonistas nao foram
totalmente elucidados na célula beta, propomos investigd-los avaliando o papel do agonista de
GHRH, o MR-409, em células sob estresse de RE. Os resultados apontam que o agonista nao
foi capaz de modular os marcadores deste estresse. Apesar disso, células sob estresse de RE e
tratadas com o agonista sobrevivem mais do que aquelas sem o tratamento. Essa sobrevivéncia
pode ser devida, em parte, ao aumento de proteinas da familia Bcl-2 anti-apoptéticas e a
prevencdo de estresse oxidativo. Estas repostas observadas podem ser devidas a maior
fosforilacdo da proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao AMPc (CREB) desencadeada
pela via de sinalizacdo do MR-409. Nossos dados indicam efeito do MR-409 em atenuar

parcialmente a apoptose em linhagem de células secretoras de insulina sob estresse de RE.



ABSTRACT

The growth-hormone-releasing hormone (GHRH) is a hormone produced in the hypothalamus,
responsible for inducing the synthesis and secretion of growth hormone by the pituitary.
However, recently, its action has also been demonstrated in peripheral tissues, among them the
endocrine pancreas. In target cells, GHRH elicits signaling pathways that culminate in increased
cell survival, proliferation and differentiation. Thus, considering the decline in beta cell mass
concomitant with the progression of type 2 diabetes mellitus (DM2), GHRH becomes a
potential therapeutic agent. However, its mechanisms of action are not entirely understood. The
endoplasmic reticulum (ER) stress is one of the mechanisms related to the progressive decline
of islet function, contributing to the progress of DM2. As the effects of GHRH and its agonists
have not been fully elucidated in the beta cell, we propose to investigate them by evaluating the
role of the GHRH agonist, MR-409, in cells under ER stress. The results show that the agonist
was not able to prevent cells of ER stress. Despite this, cells under ER stress and treated with
the agonist survive longer than those without the treatment. This survival may be due, in part,
to an increase in anti-apoptotic Bcl-2 family proteins and prevention to oxidative stress. These
responses may be due to the greater phosphorylation of the cAMP response element-binding
protein (CREB) triggered by the MR-409 signaling pathway. Our data indicate the effect of

MR-4009 in partially attenuating apoptosis in an insulin-secreting cell line under ER stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes

O diabetes mellitus (DM) € uma desordem enddcrina crénica e progressiva caracterizada
pela concentragdo elevada de glicose no sangue (hiperglicemia) mesmo durante periodos de
jejum (1, 2). Sua ocorréncia se dd pela deficiéncia na produ¢do do hormdnio insulina pelas
células beta pancredticas e/ou pela disfun¢do da acdo da insulina nos tecidos periféricos (3, 4).
A insulina é um importante agente na manutengdo da glicemia sist€émica atuando em diferentes
tecidos do corpo, seja sinalizando para as células captarem glicose do sangue, como nos tecidos
muscular e adiposo, ou sinalizando para a produc¢ao de glicogénio, como no caso do figado.

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) leva a resisténcia a insulina e a insensibilidade das
células dos tecidos periféricos aos efeitos da insulina e/ou pela redu¢do da capacidade secretdria
da célula beta (3-7). O desenvolvimento dessa insensibilidade caracteristica do DM2 tem como
fatores de riscos extrinsecos: excesso de peso e obesidade, desnutri¢do, tabagismo, dietas com
alto consumo de agucares e gorduras e sedentarismo (8), praticas muito comuns da vida urbana
em nossa sociedade e que refletem na prevaléncia do DM2 entre os doentes (9).

A secrecdo de insulina se d4 em resposta a fatores hormonais, nutricionais e neurais,
onde o principal secretagogo € a glicose, que eleva a concentragdo plasmatica de insulina
através de aumento da razdo ATP/ADP intracelular quando a glicose é oxidada; esta elevacao
promove o fechamento de canais de potdssio sensiveis a ATP, o que gera alteracdo do potencial
da membrana celular com consequente abertura de canais de Ca** dependentes de voltagem. O
aumento da concentracdo de Ca’* citosélico estimula a atividade da maquinaria exicitica que
culmina com a fusio dos granulos de insulina @ membrana celular e liberacdo da insulina no
meio extracelular (10). Dentre as principais causas relacionadas a redugdo da capacidade
secretoria e/ou da massa de célula beta estdo: glico- e lipotoxicidade, producio excessiva de

ROS, agdo de citocinas pro inflamatorias e estresse de RE (11-14).

1.2 Estresse de Reticulo Endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico é uma organela membranosa e pode ser classificada em liso
(REL) e o rugoso (RER) (15). O liso é composto principalmente de estruturas tubulares

membranosas e é responsdvel pela detoxificacdo de xenobidticos, biossintese de lipideos
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(4cidos graxos e esteroides) e armazenamento de célcio (16, 17). J4 o RER, possui ribossomos
associados a porcdo citoplasmdtica da sua membrana que lhe conferem aspecto rugoso e
apresenta como principais funcdes a sintese, enovelamento e modificacdes pos traducionais de
proteinas, além de também ser responsdvel pelo armazenamento de cdlcio (17, 18). Alteracdes
na homeostase do RER prejudicam suas funcdes de enovelamento e modificacdes pos
traducionais, que caracterizam estresse de RE, que na célula beta pode resultar na perda da
capacidade secretdria e consequente hiperglicemia. As principais perturbacdes que levam ao
estresse de RE nessa célula sdo a lipotoxicidade, a glicotoxicidade, acdo de citocinas pro-
inflamatdrias, hipoxia e mutacdes no gene da insulina. (11-14). A perda da homeostase do RE
favorece o mal enovelamento de proteinas que, ao se acumularem no limen da organela, ativam
a resposta a proteinas mal dobradas (Unfolded protein response, UPR) (19). Tal resposta € um
mecanismo adaptativo especialmente importante em células secretoras, que serve para
expandir, dinamicamente, tanto o tamanho do RE quanto sua capacidade de enovelamento de
proteinas, respondendo de forma satisfatéria o estimulo secretério.

A UPR constitui uma sinalizagio fisiolégica essencial a manutencio e sobrevivéncia da
célula, que direciona, conforme o grau de estresse, a sobrevivéncia ou a morte celular. A
ativacdo da UPR € mediada por trés transdutores canOnicos presentes na membrana do RE
(Imagem 1): inositol-requiring 1 o (IREla), PKR-like ER kinase (PERK) e activating
transcription factor 6 (ATF6). Estas proteinas, sob condi¢cdes normais, estdo ligados a

chaperona 78-kDa glucose-regulated (Grp78/Bip), a principal reguladora da UPR (20). A

interacao com Bip mantém os transdutores da UPR inativos e quando ha perda de homeostase,
como disfungdes nos niveis de calcio ou mudanga no estado redox que levam ao acumulo de
proteinas mal enoveladas, a Bip se desliga dos transdutores para promover o enovelamento de
proteinas mal dobradas (21).

IREla, ao se desligar de Bip, oligomeriza e se autofosforila ativando seu dominio
quinase e seu dominio com atividade endoribonuclease, que cliva 26 nucleotideos do RNA
mensageiro de X-Box binding protein-1 unspliced (XBP1u) produzindo o X-Box binding
protein-1 spliced (XBP1s) maduro (22). Ao ser traduzido, XBP1s funciona como fator de
transcri¢do de genes envolvidos na UPR, como proteinas envolvidas no enovelamento de
proteinas, controle de qualidade, biossintese de lipideos, degradacdo de proteinas mal
enoveladas e biogénse de RE e Golgi (23). Além disso, IREla promove diretamente a
degradagdo de RNAs mensageiros codificadores de proteinas que seriam translocadas para o

limen do RE, diminuindo a carga de proteinas direcionadas a esta organela (19, 24).
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De maneira similar a IRE1a, ao perder a interacdo com Bip, PERK se dimeriza e sofre
autofosforilacdo, passando a fosforilar também sua proteina alvo, eukaryotic initiation factor 2
alpha (elF2a)), um importante componente da maquinaria traducional. Essa fosforilagdo impede
que elF2a promova a troca de GDP por GTP, reduzindo a quantidade de complexo ternario
elF2-GTP-tRNAMet, necessario para a iniciacdo da traducdo, reduzindo a taxa de traducdo
global e, assim, a quantidade de proteinas que seriam enviadas ao RE (25).

Paradoxalmente, essa diminui¢cdo global da sintese de proteinas favorece a tradugdo de
ATF4, através do mecanismo de Upstream Open Reading Frame (WORFs) (26, 27). ATF4 induz
a transcri¢do de CHOP (DNA damage-inducible transcript 3 ou C/EBP homologous protein)
que regula genes envolvidos na biossintese e transporte de aminoicidos e, dependendo da
intensidade do estimulo, apoptose (28, 29). A via PERK-ATF4 também ¢é responsdvel pela
ativacdo de resposta antioxidante, evitando a formacdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que leva a hiperoxidacdo do limen do RE, e contribui para a disfuncido no
enovelamento de proteinas e no vazamento de Ca”* para a mitocdndria. O aumento do influxo
de Ca®* para a mitocondria favorece a formacdo de EROs nesta organela além de desencadear
morte celular (30, 31).

O ultimo transdutor, ATF6, quando ativado, migra para o Golgi onde é clivado por
proteases residentes na membrana, site-1 protease e site-2 protease (S1P e S2P), em ATF6a e
ATF6p (32). O ATF6a, é exportado para o ndcleo, onde se liga aos cis-elementos de resposta
ao estresse (ERSE) para transcrever genes que codificam XBP1u, chaperonas do RE e genes
relacionados ao enovelamento de proteinas (33, 34).

Todas as acdes das vias dos trés transdutores da UPR culminam no alivio da carga de
trabalho do reticulo, diminuindo a quantidade de polipeptideos recém sintetizados enviados a
organela, além de aumentar sua capacidade de enovelamento de proteinas. Caso o estresse seja
persistente, a resposta passa de recuperativa/adaptativa para pré-apoptotica. Neste ultimo
cenario, ha ativagdo de proteinas pro-poptoticas e diminuigdo de proteinas anti-apoptoéticas,
desencadeando a morte celular. Uma das proteinas responsaveis pela ativagdo da apoptose
celular via estresse de RE ¢ a proteina CHOP (35), que, no estresse cronico, ¢ capaz de se
dimerizar com outras proteinas/fatores de transcri¢do e favorecer a transcri¢do de mediadores

que promoverdo a morte celular (36).
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Imagem 1: ER Stress and the Unfolded Protein Response (UPR): esquema mostrando a sinalizacdo da UPR
desencadeada pelas vias das proteinas IRE1a, da PERK e do ATF6. Adaptadp de Todd et al. (2008) (37)

1.3 Proteinas da UPR e célula beta pancreatica

Na célula beta pancredtica, o RER € uma organela bem ativa e possui sua estrutura de
endomembranas bem desenvolvida, corroborando com a sua funcao central no enovelamento e
processamento da insulina (38). Além disso, esta célula deve ser capaz de conseguir adaptar-se
as variacoes na producdo de insulina conforme a flutuacdo na concentracao de glicose.

O aumento na demanda pela produgdo de insulina em condic¢des fisiologicas, como no
estado p6s prandial, ativa uma resposta adaptativa da UPR, pela IRE1a. Durante a estimulagdo
aguda de células beta, INS-1 e ilhotas de ratos, com alta glicose, hé fosforilacao de IREla que
age regulando positivamente a biossintese e secrecdo de insulina, aumentando também a
producdo de proteinas residentes do RE e que estdo envolvidas no enovelamento de proteinas.
Essa ativagdo de IREla acontece sem a clivagem de XBP1 e sem a ativag¢do da via das c-Jun
N-terminal kinases (JNKs). Porém, o estimulo cronico com glicose, como acontece durante o

desenvolvimento do DM2, onde ha um aumento na demanda pela produgdo e secre¢do de
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insulina na célula beta pancredtica, leva a perda da homeostase do RE e a completa ativacao da
UPR, com o aumento da fosforilacdo de IREla, que desencadeia o splicing de XBP1 e a
diminui¢do no conteddo proteico e do RNA mensageiro da insulina. Reduzindo a sintese e
secrecao de insulina, a capacidade secretéria e, consequentemente, levando a perda da massa
de célula beta que contribui ainda mais para a hiperglicemia na progressao do DM2 (39, 40).
Além do papel adaptativo e recuperativo da UPR, as proteinas desta via também
desempenham um importante papel no desenvolvimento da célula beta. E sabido, por exemplo,
que PERK, assim como p-elF2a, sdao importantes para a diferenciacdo das células beta e,
consequentemente, para a formagao das ilhotas pancreéticas no periodo neonatal (41-43) em
humanos e camundongos. A sinalizacdo PERK-elF2a € ainda importante para limitacdo no dano
oxidativo que pode acontecer pela producdo excessiva de proteina e o consequente acimulo de
proteinas mal enoveladas no RE (42, 44). Dessa forma as proteinas que desencadeiam a UPR
se mostram importantes desde a diferenciacdo e formacdo da ilhota beta pancreatica até a
promocgao de respostas adaptativas essenciais para a fungao secretoria, funcionando como um

mecanismo chave entre a adaptacao e sobrevivéncia da célula e a apoptose.
1.4 GHRH e agonistas

Alguns hormonios do eixo hipotdlamo-hipdfise, dentre eles o GHRH, vem se
destacando como reguladores essenciais da homeostase glicEmica em tecidos periféricos (45-
54), tornando-se potenciais agentes terapéuticos para melhora da funcio da célula beta, além
de emergentes objetos de estudos no entendimento do D2M.

A principal funcio descrita para o hormonio liberador do horménio de crescimento
(growth hormone releasing hormone - GHRH), produzido principalmente no hipotidlamo, €
estimular a producdo e a liberacdo do hormonio do crescimento (GH - growth hormone) pela
adenohipofise. Sua acdo nas células hipofisdrias acontece através da interacdo do GHRH com
seu receptor de membrana (growth-hormone-releasing hormone receptor - GHRH-R), um
receptor acoplado a proteina G, que ativa o sistema adenilil-ciclase-AMPc e a via do fosfatidil-
inositol, resultando na sintese e na liberagdo do GH (55). Dentre os multiplos efeitos associados
a esta via, ocorre a fosforilagdo de CREB (56, 57), um fator de transcri¢ao envolvido em uma
série de fendmenos celulares como, por exemplo, resposta antioxidante, proliferacdo e
sobrevivéncia celular (56, 58, 59).

Por muito tempo acreditou-se que a acdo do GHRH se restringia basicamente ao

somatotrofo, mas a presenca desse hormonio tem sido descrita em diferentes tecidos periféricos,
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como o coragdo, musculo esquelético, rins, figado, pancreas enddcrino, tecido conjuntivo,
ovérios, endométrio, em células do sistema imunolédgico e tecido adiposo (49, 50, 53, 54, 60-
64). Além da expressao do hormodnio, tem-se demonstrado que esses tecidos também expressam
um variante do receptor de GHRH (46, 49, 51, 53, 64, 65).

Devido a essas novas descobertas e ao interesse farmacoldgico nas acdes do GHRH,
uma série de agonistas deste hormonio foi sintetizada nos dltimos anos. O primeiro grupo de
peptideos agonistas, chamado de série JI, mostraram-se mais ativos e estdveis quando
comparados ao hormonio humano, possuindo afinidade e capacidade para estimular a secre¢io
de GH superiores a este (66). O segundo grupo de agonistas, chamado de série MR, mostraram-
se ainda mais potentes que os da série JI (67). O GHRH humano (hGHRH), GHRH [(1-44)
NH:], € um peptideo que possui 44 aminoédcidos dos quais, o fragmento 1-29 mostrou-se ser a
sequéncia que exibe atividade completa do hormdnio (66) sendo, portanto, a sequéncia que
sofreu modificagdes nos agonistas (67, 68). Dentre os peptideos da série MR, o MR-409
destacou-se no teste in vitro de ligacdo ao receptor de GHRH em membrana de células
hipofisarias humanas, exibindo um ICso= 7.65nM, de 7,57 vezes maior que o humano. Quando
testado quanto a capacidade de estimular a liberagdo de GH em ratos, o MR-409 foi mais de
100 vezes mais potente que o hormodnio enddégeno. Apds a administragdo subcutanea, o agonista
estimulou a liberacdo de 427,4 ng/ml de GH nos primeiros 15 min em comparacao com os 140,9
ng/ml liberados pelo hGHRH. O estimulo de liberacio de GH pelo MR-409 permaneceu alta
mesmo apds 30 min, o que indica estabilidade da molécula e uma meia-vida mais longa que o
hormdnio endégeno (67). Dessa forma, o MR-409 se tornou uma boa alternativa para uso em
pesquisa, por ser mais estavel e potente.

Dentre os efeitos do GHRH e/ou de seus agonistas nestes tecidos destaca-se:
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular em cardiomidcitos; diferenciacdo e
regulacdo da producdo de citocinas em células mononucleares do sangue; proliferacdo e
migracdo de fibroblastos no tecido conjuntivo; sobrevivéncia e secrecdo de insulina estimulada

por glicose na célula beta pancredtica; e redu¢do na adiposidade visceral e melhora na
dislipidemia (46, 49-51, 53, 54, 65, 69).

1.5 Agonistas de GHRH e célula beta pancreatica

Os efeitos dos agonistas sintéticos de GHRH, das séries JI e MR foram investigados em

células e camundongos. O tratamento de células beta pancredtica de ratos, INS-1E, com o
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agonista JI-36 promoveu: 1) aumento da sobrevivéncia celular através da diminuicdo da
atividade das caspases; 2) melhora das fun¢des metabdlicas, através do aumento da membrana
celular, volume do citoplasma, quantidade de mitocondrias e de lisossomos; 3) e aumento da
proliferacdo celular e secrecdo de insulina. Além disso, ilhotas que foram pré tratadas com JI-
36, antes do transplante sob a cdpsula do rim de camundongos NOD-SCID diabéticos, foram
capazes de normalizar a glicemia nesses animais mais cedo e mais consistentemente do que as
ilhotas controle (50).

Ainda, agonistas da série MR, que se mostraram mais eficientes em relacio a série JI
(67), ativaram o GHRH-R, aumentando a atividade de vias ligadas a proliferacdo e
sobrevivéncia em células beta INS-1E e a proliferacdao em ilhotas pancredticas isoladas de ratos.
Os agonistas também foram capazes de aumentar o conteido de RNAm da insulina, de IGF-1
e GHRH-R em células beta INS-1 (70).

Tendo em vista as acdes dos agonistas do GHRH em tecidos periféricos, especialmente
suas acOes em células beta pancredticas, dando destaque para o aumento na sobrevivéncia
celular e na secrecdo de insulina, hipotetizamos que o agonista € um alvo para tratar células sob

estresse de RE, recuperando-a e evitando a apoptose da célula.

2. OBJETIVO

Investigar os efeitos do agonista MR-409 na modulacdo de proteinas da via da UPR em
células INS-1E sob estresse de RE. Investigar os efeitos do agonista MR-409 na sobrevivéncia

de células INS-1E sob estresse de RE.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células

Linhagens de células beta de rato (INS-1E), gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Wolheim
(Center Medical Universitaire, Geneva, Switzerland), foram cultivadas em estufa a 37°C e 5%
CO2 em meio RPMI-1640 contendo 11 mM de glicose e suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de piruvato de
sodio e 50 mM de beta-mercaptoetanol. Para os tratamentos, as células foram plaqueadas em

placas de 96 ou 24 pocos até atingirem 70-80% de confluéncia.
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4.2 Teste de morte celular

Para avaliar a morte de células INS-1E, utilizamos a marca¢do com Hoechst 33342 (HO)
e lodeto de Propidio (PI), em células tratadas com o agonista MR-409 e diferentes estressores
de RE: tunicamicina (Tm), coquetel de citocinas pré-inflamatérias (IL-1p e INFy) e acido
ciclopiazdnico (CPA), além do MR-409. As concentracdes utilizadas foram: CPA 12,5 uM por
12h; coquetel de Citocinas (10 U/ml de IL-1B e 140 U/ml de IFN-y) por 24h; Tunicamicina 5
pg/ml por 16h; e CPA 12,5 uM + 0,5 uM, 1 uM e 2 uM de MR-409 por 12h; coquetel de
citocinas (10 U/ml de IL-1B e 140 U/ml de IFN-y) + 1 uM de MR-409 por 24h; tunicamicina 5
pg/ml + 1 uM de MR-409 por 16h. Os tratamentos foram realizados em triplicatas, em placas
de 96 pocgos e as células foram incubadas com duas concentragdes de soro: meio contendo 5%
de soro, volume utilizado para o meio de manutencdo das células INS-1E; e meio contendo
0,1% de soro, volume recomendado para o uso com o agonista MR-409. Apds os tratamentos,
100ul de meio foram retirados dos pogos. Em seguida, 100 ul de solu¢do contendo 1 mg/ml
de Hoechst 33342 (HO) e 1 mg/ml de Iodeto de Propidio (PI) foi adicionado a cada pogo da
placa e incubado por 15 min. Apds a incubacdo, a fim de diluir a solucio de HOPI, foram
retirados do po¢o 100 ul da solugdo e adicionado mais 100 ul de meio. A leitura e andlise da
placa para porcentagem de células apoptoéticas foi realizada por High-Content Imaging System
(ImageXpress Micro Confocal, Molecular Devices), por meio do médulo Live and Dead do
software MetaXpress (Molecular Devices). Para identificar as populacdes de células vivas e
mortas foram aplicadas mascaras para os comprimentos de onda DAPI (excitagdo em 350 nm
e emissdo em 470 nm - Hoescht) e Texas Red (excitagdo em 496 nm e emissao em 615 nm -

Iodeto de Propidio).

4.3 Curva de concentracio de CPA

Células INS-1E foram tratadas com CPA (Sigma C1530-5mg) nas concentracOes de
6,25 uM; 12,5 uM e 25 uM durante periodos de 8h ou 12h. Os grupos dos tratamentos foram:
controle, que ndo receberam tratamento, apenas meio de manutengdo; CPA, nas concentragdes
de 6,25 uM, 12,5 uM e 25uM; e DMSO, que recebeu DMSO nas mesmas concentracdes que o
CPA (6,25 uM, 12,5 uM e 25 uM).
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4.4 Tratamento com CPA e MR-409

O agonista do GHRH, MR-409, foi diluido em DMSO para obter a concentracdo de 10
mM conforme protocolo disponibilizado pelo Dr. Andrew V. Schally. Os grupos para
tratamento com o agonista foram: DMSO, sendo o controle; MR, contendo 2 uM de MR-4009;
CPA 12,5 uM; e CPA 12,5 uM + MR-409 2 uM; Todos os grupos foram tratados por 12 horas.
As drogas foram diluidas em meio RPMI-1640 contendo 11 mM de glicose e suplementado
com 0,1% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina,
100 pg/ml de piruvato de s6dio e 50 mM de beta-mercaptoetanol. Apds os tratamentos as
células foram coletadas para Western Blot (WB), RT-qPCR (qPCR) e para espectrometria de

massas.

4.5 Real-time PCR

Células INS-1E incubadas com CPA e/ou com o agonista MR-409, tiveram seu RNA
extraido. As amostras foram coletadas com 500 pl de Trizol (Invitrogen) de acordo com
instrucdes do fabricante. Foram utilizados 2 ug de RNA para a sintese da fita de DNA
complementar (cDNA) utilizando-se o kit High Capacity (Applied Biosystems), de acordo com
manual do fabricante. Em seguida, o cDNA foi diluido 20 vezes e 1 pl foi utilizado em cada
reacdo de PCR quantitativo, contendo 300 nM de primers, 3,4 pl de 4gua e 5 pl de Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) totalizando 10 pl de rea¢do. A quantificagdo foi
realizada no Fast 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os valores de Cr de cada
RNAm quantificado foram corrigidos pelo controle interno HPRT e a expressao relativa dos

mesmos foi calculada pelo método de Livak adaptado (71).

Tabela 1: Seqéncia dos primers utilizados no gPCR
Gene Sequéncia dos primers (5’-3)

Foward AGCAGCAAGTGGTGGATTTG

ABPL Reverse GAGTTTTCTCCCGTAAAAGCTGA
CHOP Forward CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT
Reverse  CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT
Bip Forward ~ ACTTGGGGACCACCTATTCCT

Reverse ATCGCCAATCAGACGCTCC
ATF4  Forward ~ GTTGGTCAGTGCCTCAGACA
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Reverse CATTCGAAACAGAGCATCGA
SERCA%b Forward TTTGTGGCCCGAAACTACCT

Reverse GGCATAATGAGCAGCACAAAGGG

Forward GGTTAAGCAGTACAGCCCCA

Reverse TCCAACACTTCGAGAGGTCC

HPRT

4.6 Western Blot

Extratos proteicos de células INS-1E tratadas com MR-409 e/ou CPA, bem como
células controle foram quantificados utilizando-se reagente Bradford (BioRad), tendo como
base uma curva padrao de albumina (BSA). As amostras foram entao incubadas a 100°C por 5
min em Tampdo de Laemmli contendo DTT. Para corrida eletroforética foi aplicado um volume
correspondente a 10-20 pg de proteina em gel bifdasico (gel de empilhamento e gel de
resolugdo). Apds a corrida as amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(BioRad) com tampao de transferéncia. Apds bloqueio (5% de albumina bovina) as proteinas
de interesse foram detectadas com anticorpo especifico, (Anti-GRP78 (Bip), Abcam, ab21685;
Anti-XBP1, Abcam, ab37152; Anti-DDIT3 (CHOP), Abcam, ab11419; Anti-eIF2S1 (phospho
S51), Abcam, ab32157; Anti-Bcl-xL, Cell Signaling, 54H6; Anti-Bax, Cell Signaling, 27725;
Anti-GAPDH, (Sigma, G9545); anti-Creb (Cell Signaling 48H2) e anti-p-Creb (ser133) (Cell
Signaling 87G3) seguida de incubagdo com anticorpo secundario contendo peroxidase (HRP)
e, finalmente, com reagentes de quimioluminescéncia. As imagens foram capturadas em
fotodocumentador (Amersham™ Imager 600, Life Sciences) e a intensidade e quantificagdo
das bandas foram medidas por densitometria (/mageJ, Bethesda, USA), sendo os valores das

bandas normalizados pelos valores de densitometria dos controles internos.

4.7 Fosforilacao de CREB

Células INS-1E foram cultivadas com meio RPMI para a avaliagdo de fosforilagao de
CREB. As células foram cultivadas em placas de 24 pocos e quando atingiram 70-80% de
confluéncia foram tratadas com 2 uM de MR-409, com o controle positivo Cafeina 5SmM ou
mantidas sem tratamento. Os tempos de tratamento foram 0, 15 e 30 minutos. A avaliacdo na

modulac¢do da fosforilagdo foi medida através de WB.
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4.8 Secrecao de insulina

Células INS-1E foram cultivadas com meio RPMI em placas de 96 pogos até atingirem
70-80% de confluéncia, foram entdo tratadas com 12,5uM de CPA; 12,5uM de CPA + 2uM de
MR-409 ou veiculo por 12 horas. Logo apds, o meio de cultura foi retirado e substituido por
100uL da solugdo de pré-incubacao de Krebs (115 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,56 mM CaCl,, 1
mM MgCl, 10 mM NaHCOs3, 15 mM HEPES e 0.3% de BSA sem glicose e equilibrado com
uma mistura contendo 5% CO» para um pH de 7.4), a 37°C por 1 hora. Posteriormente, a solu¢ao
foi gentilmente removida e adicionou-se 100uL de Krebs contendo 2.8 mM ou 22.2 mM de
glicose durante 1 hora. Ao fim da incubacgdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado em
freezer a -20°C para deteccao de insulina por kit ELISA (Crystal Chem, USA, Catalog #90080),

segundo orientac¢des do fabricante.

4.9 Mitosox

Para medida de producdo de superéxido mitocondrial, células INS-1E foram cultivadas
em placa de 96 pocos até atingirem confluéncia, tratadas com CPA e/ou MR-409, conforme j4
descrito, por 12h. Apds o tratamento, as células foram incubadas por 10 minutos a 37°C com 5
uM da sonda Mitosox Red (Molecular Probes) diluida em tampao Krebs (descrita
anteriormente). ApOs este tempo, as células foram incubadas por 10 minutos com lug/mL
Hoechst 33342 para normalizag¢do e, em seguida, lavadas por trés vezes com PBS (137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HPO4 anidro; 2 mM KH2PO4; pH 7,2). A intensidade de
fluorescéncia do Mitosox Red (emissdo 510 nm/excitagdo 580 nm) e do Hoechst 33342

(emissao 360 nm/excitagao 500 nm) foi medida em espectrofotdometro.

4.10 Extracao de proteinas para espectrometria de massas e pré-fracionamento

ApOs a incubacao das células, as mesmas foram lavadas em tampao fosfato-salino. As
células foram lisadas também na presenca de tampao fosfato-salino usando sonicador por 10s.
Todo o processo foi feito em banho de gelo. Para melhorar a cobertura protedmica, complexos
de proteinas foram prefracionadas de acordo com o tamanho molecular aparente por SDS-
PAGE. Amostras de 30 pg de proteinas foram diluidas em tampao amostra de SDS-PAGE (2%
w/v SDS, 100 mM Tris [pH 6.8], 10% glicerol, 100 mM DTT e 0,001% w/v azul de
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bromofenol). Estas foram entdo aquecidas por 5 minutos a 95°C e entdo carregadas em gel 12%
de poliacrilamida. Eletroforese foi realizada por uma hora a uma constante de 120 V. Bandas
proteicas foram visualizadas por Coomassie blue. As bandas de proteinas foram retiradas do

gel e submetidas a digestdo por tripsina.

4.11 Tripsinizacao

As bandas proteicas do gel de poliacrilamida foram submetidas ao processo de digestio
pela tripsina in gel de acordo com o protocolo descrito por Wilm, 1996. Basicamente, as bandas
do gel foram trituradas e lavadas com 50% Acetonitrila (ACN) em 50 mM AmBic até a retirada
do corante. Para alquilagdo das proteinas, 100 pLL de 55 mM iodoacetamida (em 50 mM AmBic)
foi adicionada e as amostras foram incubadas por 20 min a temperatura ambiente no escuro.
Novamente, as bandas foram lavadas com 100% ACN e desidratadas. Solucdo de Tripsina 10
ng/uL foi adicionada aos tubos até cobrirem o gel seco e as amostras foram incubadas a 37°C
overnight. A reacdo com a tripsina foi interrompida pela adi¢do de solucdo de 50% ACN, 5%
Acido Férmico em dgua. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante contendo os

peptideos gerados foi coletado para andlises posteriores.

4.12 Analise proteémica por Espectrometria de Massas

As amostras foram analisadas por UPLC-MS num cromatégrafo liquido Waters
ACQUITY UPLC H-Class acoplado a um espectrometro de massas Waters Xevo G2-XS
QTOF, operando em modo de resolucao de ionizagdo por eletrospray positivo (ESI +) (~ 35.000
FWHM). De cada amostra um volume de 10 pL (aproximadamente 10 pg de proteina) foi
injetado. A separacdo foi realizada em uma coluna Charged Surface Hybrid (CSH) C18 2,1 x
150 mm, 1,7 pm mantida a 55 ° C, utilizando um gradiente linear de 200 pL/min de fases méveis
A (4gua com 0,1% de acido formico) e B (acetonitrila com 0,1% de acido férmico) de 99:1 a
70:30 A/B em 61,15 min, seguido de lavagem as 15:85 por 5 min e reequilibrio em 99:1 por 8
minutos. Os peptideos eluidores foram detectados pelo espectrometro de massas QTOF
operando em modo de aquisi¢do independente de dados (DIA, MS E), com faixa de massa m/z
50-2000, tempo de varredura de 0,5s e uma rampa de energia de colisdo de 19-45V na fun¢do
de alta energia. As voltagens Capilar, Cone e Fonte foram ajustadas em 3kV, 40V e 80V,
respectivamente. O fluxo de gés de dessolvatacdo e a temperatura foram de 900 L/he 450°C,

respectivamente. O Quad Profile foi ajustado para m/z 500/600/700 com 25% de tempo de
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espera e tempos de ciclo de rampa. O instrumento foi previamente calibrado com aglomerados
de iodeto de sédio variando de m/z 100-2000 a partir de uma solucdo a 2 mg/ml em
agua/isopropanol. Durante todas as aquisi¢des, foi adquirida uma referéncia externa amostrada
por uma sonda ESI ortogonal (Lockmass, 200 fmol/puL Glu-Fibrinopeptide [M + 2H] 2+ at m/z

785.8426) a cada 30s para 0,5 s para corre¢do de massa pds-aquisi¢ao.

4.13 Identificacao das proteinas

Os espectros foram processados e as proteinas foram identificadas e quantificadas com
Progenesis QI for Proteomics® (Nonlinear Dynamics; Waters Corporation; versdo 4.0)
empregando Apex3D (Waters) para detec¢do de pico e pesquisa contra o banco de dados
proteico humano Swiss-Prot. A quantificag¢do foi realizada usando Hi-N (Hi3). Para obter o
conjunto de dados preliminar de proteinas, os seguintes parametros foram considerados na
identificacdo de peptideos: digestdo com tripsina com o maximo de uma clivagem perdida,
oxidacdo de metionina como modificac¢do varidvel (M) e modificacdo fixa por carbamidometil
(C); taxa de descoberta falsa (FDR) menor que 4% e erro de massa menor que 20 ppm. Além
disso, os requisitos de correspondéncia de ions foram definidos para identificar proteinas com
pelo menos 1 ion por peptideo, 3 fons por proteina e 1 peptideo por proteina As identificacdes
que ndo atendiam a esses critérios foram rejeitadas. Em seguida, aplicou-se o agrupamento de
proteinas, excluindo-se proteinas cujos peptideos identificados consistiam em subconjuntos de

outras proteinas.

4.14 Analise de Fold Change

O fold change (FC) foi calculado dividindo-se a abundancia normalizada determinada
pelo programa Progenesis (Non linear dyamics) do grupo tratado pelo grupo controle de cada
comparagdo. Tomou-se como diferencialmente expressas as proteinas cujo FC foi maior do que

aquele apresentado pela proteina housekeeping GAPDH.

4.15 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e, em seguida, aos testes

de comparacdo paramétricos e ndo paramétricos teste ANOVA one-way e teste t de Student,
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seguido do pds-teste Bonferroni. As andlises foram feitas no programa GraphPadPrism 7.04.

O nivel de significincia adotado para as analises foi P< 0,05.

4. RESULTADOS

Morte celular em reposta a diferentes indutores de estresse de RE e concentragoes de soro fetal
bovino

Para iniciar nossas anélises, realizamos um experimento de viabilidade celular para
avaliar a resposta celular a diferentes agentes. Para isso utilizamos 3 modelos que levam a célula
ao estresse de RE e disfuncdo na secrecdo de insulina: coquetel de citocinas pré-inflamatdrias
(72-74), acido ciclopiazdénico (CPA) (75, 76), um inibidor da bomba de cédlcio SERCA2b, e
tunicamicina (Tm) (77, 78), um inibidor da glicosilacdo de proteinas. Para o coquetel de
citocinas, foi utilizada a dosagem de 10 U/ml de IL-1 e 140 U/ml de IFN-y, por 24h de acordo
com Paula et. al (79). Para o CPA foi utilizada a concentragdo de 12,5uM por 12h, de acordo
com Cunha et. al (75) e para Tm a concentracao de 5 mg/ml por 12h conforme Abdullahi et. al
(80). Nestes experimentos, a concentragao utilizada do agonista foi de 1uM, em meio contendo
0,1% de SFB, conforme recomendag¢des do Dr. Andrew V. Schally (Anexo 1), criador do
agonista MR-409.
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Figura 1: Porcentagem de células marcadas para morte celular, tratadas com CPA, tunicamicina e coquetel de
citocinas, em meio contendo 0,1% de soro fetal bovino (SFB). Os resultados expressam a média + SEM e foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3-4; letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 2: Porcentagem de células marcadas para morte celular, tratadas com CPA, tunicamicina e coquetel de
citocinas, em meio contendo 5% de soro fetal bovino (SFB). Os resultados expressam a média + SEM e foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=4; letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05).

Nesses primeiros resultados (Fig. 1 e 2) observamos que independentemente da
concentracdo do SFB o grupo Citocinas apresentou maior morte celular, cerca de 44% no grupo
com 0,1% de SFB (Fig. 1) e de 24% de morte no grupo com 5% de SFB (Fig. 2), mostrando-se
o grupo com mais sensibilidade ao estressor. O tratamento com Tm apresentou menor
porcentagem de morte no grupo tratado com 5% de SFB (Fig. 2), cerca de 10 % de morte, em
relac@o ao grupo com 0,1% de SFB, onde a taxa ficou em cerca de 27% (Fig. 1). O grupo CPA
mostrou a menor variacdo em relacdo a diferenca na concentracdo de SFB. No grupo com 0,1%
de SFB (Fig. 1), a porcentagem de morte foi de cerca de 14% e no grupo com 5% de SFB (Fig.
2) a morte celular foi de cerca de 12%.

O préximo passo foi avaliar a resposta das células com os agentes estressores de RE e o

agonista do hormonio GHRH (MR-409) para verificar se este teria algum efeito nas respostas

desencadeadas pelos agentes estressores.

MR-409 melhora viabilidade celular de células tratadas com CPA

As células foram tratadas com Citocinas por 24h, Tunicamicina por 16h e CPA por 12h,
nas concentracoes ja apresentadas, em meio contendo 0,1% ou 5% de SFB, na preseca de 1uM
do agonista MR-409. Observamos que os grupos tratados com Citocinas permaneceram com
alta porcentagem de células marcadas para morte, cerca de 47% no grupo com 0,1% de SFB
(Fig. 3) € 21% no grupo com 5% de SFB (Fig. 4). No grupo Tm com 0,1% de SFB, a morte
celular ficou em cerca de 64% (Fig. 3) e no grupo com 5% de SFB a taxa ficou em cerca de 9%

(Fig. 4). Mais uma vez, o tratamento com CPA obteve a menor variagdo entre os tratamentos,
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cerca de 12% de morte com 0,1% de SFB (Fig. 3) e cerca de 11% de morte com 5% de SFB
(Fig. 4).
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Figura 3: Porcentagem de células marcadas para morte celular, tratadas com CPA, tunicamicina e coquetel de
citocinas, em meio contendo 0,1% de soro fetal bovino (SFB) e 1 uM de MR-409. Os resultados expressam a

média £ SEM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3-
4; letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 4: Porcentagem de células marcadas para morte celular, tratadas com CPA, tunicamicina e coquetel de
citocinas, em meio contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) e 1 uM de MR-409. Os resultados expressam a média
+ SEM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOV A-one-way, n=4-5; letras
diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).

Baseando-se nesses resultados decidimos utilizar o grupo CPA para dar continuidade
aos experimentos, pois, além de apresentar a menor taxa de morte celular entre os estressores,
fol um tratamento que ndo variou conforme a concentracdo de SFB, possibilitando que
conseguissemos trabalhar com a concentragcdo de soro (0,1%) necessaria para o uso do MR-
409, sem que este sofresse interferéncia do SFB. Além disso, o grupo Citocinas apresentou alta

porcentagem de células marcadas para apoptose, principalmente no grupo com a concentragao

de soro recomendada para trabalho com o MR-409. Devido a grande variacdo de morte celular
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apresentada pela Tm em resposta ao tratamento com diferentes concentra¢des de SFB, também
a descartamos para dar sequéncia aos experimentos

Em seguida, realizamos um segundo experimento de viabilidade agora com diferentes
concentracdes do agonista MR-409: 0,5 uM, 1 uM e 2 uM. As células foram tratadas com a
mesma concentracdo de CPA (12,5 uM) juntamente com uma das concentragcdes do MR-409

por 12h, em meio contendo 0,1% de soro fetal bovino.
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Figura 5: Porcentagem de morte celular de células tratadas com 12,5 uM de CPA, em meio com 0,1% de soro
fetal bovino (SFB) e 0,5 uM (A), 1 uM (B) e 2 uM (C) de MR-409. Os resultados expressam a média + SEM e
foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3; letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05).

O grupo que recebeu o CPA e o agonista na concentracdo de 0,5 uM (Fig. SA) ndo
apresentou melhora na marcacdo para morte (8%), quando comparado com o grupo que foi
incubado apenas com CPA (7%). O grupo que recebeu o tratamento com 1 pM do agonista
(Fig. 5B) apresentou 7% de células marcadas para morte, enquanto que o grupo que recebeu
apenas CPA apresentou 8% de células com a marcagdo. Os resultados apontam que nas

concentragdes de 0,5 uM e 1 uM o agonista ndo possui efeito sobre a morte celular. J4 o grupo
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tratado com CPA juntamente com 2 uM do agonista apresenta uma diminui¢do, de 9% para 6%
(p=0,005) de marcagdo para morte, quando comparado com o grupo tratado apenas com o CPA
(Fig. 5C). Devido a essa melhora, indicada também na imagem representativa abaixo (Fig. 6),
2 uM foi a concentracao de escolha para seguirmos com os experimentos. O DMSO € o diluente
tanto do agonista quanto do CPA, portanto foi adicionado DMSO nas células controle,
mantendo-se concentracdo aproximada de DMSO das células tratadas (ndo ultrapassando 1%
de DMSO). A exposicdo ao DMSO nio resultou em diferencas estatisticas (p=0,96 Fig. 5A;
p=0,96 Fig 5B; e p=0,99 Fig. 5C) em marcagdo para morte quando comparada as células com

meio de manutencao.

Ctl + MR

CPA + MR

Figura 6: Imagem representativa do ensaio de viabilidade celular. A marcagdo em azul (Hoechst) indica nicleo
celular e a marcagdo em verde (Iodeto de Propideo) indica células em apoptose tardia. Grupo controle (A), células
tratadas com 2 uM MR-409 (B), tratadas com CPA (C), e tratadas com CPA + 2 uM MR-409 (D). As imagens
foram obtidas e analisadas pelo ImageXpress Micro Confocal High-Content Imaging System.



28

Células tratadas com CPA apresentam estresse de RE

O préximo passo apds a realizagdo da viabilidade celular por HOPI foi realizar uma
curva com dois tempos e trés concentracdes de CPA, para validar a concentracio de 12,5 uM
como um indutor de estresse de RE. As concentragdes escolhidas foram 6,25 uM; 12,5 uM e
25 uM, nos tempos de 8 (Fig. 7) e 12 horas (Fig. 8). Depois dos tratamentos as células foram
coletadas para WB. Com 8 horas de tratamento (Fig. 7), Bip ndo sofreu modulacdao por CPA
em nenhuma de suas concentragdes (Fig. 7A), mas ha ativacao de p-elF2a (Fig. 7B) e de CHOP
(Fig. 7C) nas concentracdes de 12,5 uM e 25 uM, indicando ativacdo da via PERK da UPR e

um possivel estresse de RE.
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Figura 7: Conteudo proteico de Bip (A), p-e[F2a (B) e CHOP (C), normalizadas por GAPDH, ap6s 8 h de
tratamento com CPA nas concentracdes de 6,25 pM; 12,5 uM e 25 uM. Os resultados expressam a média + SEM
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e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3-4; letras
diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).
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Figura 8: Contetdo proteico de Bip (A), p-elF2a (B) e CHOP (C), normalizadas por GAPDH, ap6s 12h de
tratamento com CPA nas concentracdes de 6,25 uM; 12,5 uM e 25 uM. Os resultados expressam a média + SEM
e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3-4; letras
diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).

Com 12 horas de tratamento (Fig. 8), também ndo houve modulacdo de BIP, mas
novamente hd uma leve ativacdo de p-elF2a e de CHOP na concentracido de 6,25 uM, que

aumenta nas concentracoes de 12,5 uM e 25 uM, indicando que possivelmente hd estresse de

RE.
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Tratamento com MR-409 por 12h ndo atenua o estresse de RE induzido pelo CPA

Ap6s a confirmacio de que o tratamento de 12,5 uM com CPA por 12h induz estresse
de RE, foram realizados WB e qPCR de proteinas envolvidas no estresse de RE de células
tratadas com o CPA e com o0 MR-409. As proteinas de estresse identificadas no WB foram Bip,
CHORP e p-elF2a, e para controle interno foi utilizado o GAPDH (Fig 9). No qPCR os genes do
estresse de RE avaliados foram Bip, CHOP, ATF4, XBP1 ¢ SERCA2b, normalizados pelo
controle interno HPRT (Fig 10).
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Figura 9: Conteudo proteico de Bip (A), p-elF2a (B) e CHOP (C), normalizadas por GAPDH, ap6s 12h de
tratamento com 12,5 uM de CPA e 2 uM de MR-409. Os resultados expressam a média + SEM e foram submetidos
ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3-4; letras diferentes representam
diferencga estatistica (p<0,05).
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Figura 10: Conteido de RNA mensageiro de (A) Bip, (B) XBPI1, (C) ATF4, (D) CHOP e (E) SERCA2b,
normalizados por HPRT, apdés 12h de tratamento com 12,5 uM de CPA e 2 uM de MR-409. Os resultados
expressam a média + SEM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-
way, n=4-5; letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).
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Os resultados mostram (Fig. 9 e 10) que o grupo tratado com agonista MR-409 nao foi
capaz de amenizar os efeitos do estresse de RE, no que diz respeito ao conteddo da proteina
fosforilada eIF2a e nem da sua proteina downstream CHOP (Fig. 9). Isso se repete no conteido

génico, onde vimos que hd o aumento da chaperona Bip e também de SERCA2b (Fig. 10).

Tratamento com MR-409 por 24h ndo previne estresse de RE induzido por CPA

Como os resultados do tratamento com 12h de CPA 12,5 uM juntamente com 2 uM de
MR-409 ndo se mostraram capazes de reverter o estresse de RE, fizemos um novo teste: 12h de
CPA 12,5uM, seguido de 24h de MR-409 na concentra¢do de 2 uM, totalizando 36 horas de

tratamento (Fig 11). As células foram tratadas em placas de 96 pocos e coletadas para WB.
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Figura 11: Conteddo proteico de Bip (A), p-elF2a (B) e CHOP (C), normalizadas por GAPDH, apés 12h de
tratamento com 12,5 uM de CPA e 2 uM de MR-409, seguidos por mais 24h de tratamento com 2 uM de MR-
409. Os resultados expressam a média + SEM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo
pelo ANOV A-one-way, n=3; letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05).

Neste tratamento (Fig. 11) observamos um aumento no contetido proteico de Bip no
grupo CPA e no grupo CPA+MR, quando comparados com o controle. Nao h4 diferenga do

conteudo de p-elF2a, mas sua proteina downstream, CHOP, encontra-se aumentada no grupo

CPA e CPA+MR quando comparados com o grupo controle.
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Tratamento com MR-409 por 12h altera a razdo Bax/Bcl-xL de células tratadas com CPA

Os resultados dos experimentos anteriores apontaram que o tratamento com o MR-409
ndo revertia o estresse de RE de células tratadas com CPA, apesar de apresentarem melhora na
viabilidade. Dessa forma, fomos investigar se havia mudanca na expressdo de proteinas
envolvidas com a sobrevivéncia da célula. As células foram tratadas com CPA e MR-409 por
12h e coletadas para WB. As proteinas investigadas foram Bax e Bcl-xL. Foi realizada a razio

Bax/Bcl-xL ap6s a normaliza¢do por GAPDH.
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Figura 12: Contetido proteico de Bax por Bcl-xL, normalizadas por GAPDH, ap6s 12h de tratamento com 12,5
uM de CPA e 2 uM de MR-409. Os resultados expressam a média + SEM e foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo ANOVA-one-way, n=3-4; letras diferentes representam diferenca
estatistica (p<0,05).

O resultado (Fig. 12) aponta aumento da razdo Bax/Bcl-xL no grupo CPA em
comparagdo com o grupo controle, indicando uma maior sinalizacdo para a morte nesse grupo,
enquanto que o grupo tratado com CPA e o MR-409 apresenta a razdo Bax/Bcl-xL igual ao

controle, indicando, portanto, uma maior sobrevivéncia no grupo tratado com o agonista.
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Células tratadas com MR-409 apresentam aumento na fosforilacdo de CREB

Para avaliar a fosforilagdo da proteina de ligacdo ao elemento responsivo ao AMPc
(CREB), realizamos uma estimulacdo com SmM de cafeina (81, 82) ou o agonista MR-409, por

0, 15 e 30 minutos.
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Figura 13: Contetido proteico de pCREB normalizado por CREB, ap6s 0, 15 e 30 min de incuba¢do com 2 uM
de MR-409 ou 5SmM de cafeina. Os resultados expressam a média + SEM e foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e entdo pelo teste t, n=3; letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05).

O resultado aponta maior fosforilagio de CREB apds incubacdo com MR-409 aos 15 min, que
se mantém até 30 min. O grupo tratado com cafeina SmM, também apresentou maior

fosforilacdo de CREB com 15 min e 30 min.
Tratamento de células com MR-409 por 12h impede a formagdo de superoxido mitocondrial

Realizamos um experimento funcional para medir a formacgdo de espécies reativas de
oxigénio na mitocondria. Para isso, usamos uma sonda, Mitosox, que € oxidada por superéxido

produzindo uma fluorescéncia que pode ser medida, para detectar a formacgao de superdxido
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mitocondrial em células tratadas com CPA e agonista, nas concentragdes ja mencionadas, por

12h em placas de 96 pocos.
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Figura 14: Formacao de superéxido mitocondrial de células tratadas com 12,5 uM de CPA e 2 uM MR-409 por
12h. Os resultados expressam a média + SEM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e

entdo pelo ANOVA-one-way, n=3; letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05).

O resultado (Fig. 14) indica um aumento na producao de superoxido mitocondrial no
grupo de células tratadas com CPA, quando comparadas com o controle, o que pode representar
um provavel estresse oxidativo. O grupo que recebeu o tratamento com o CPA ¢ o agonista MR-
409 apresentou valores semelhantes ao do controle, indicando que o agonista foi capaz de

prevenir aumento no estresse oxidativo nas mitocondrias destas células.

Células tratadas com CPA e MR-409 por 12h apresentam secregdo de insulina igual ao grupo

CPA

Realizamos a secre¢@o de insulina para avaliar a funcdo de células tratadas com CPA e
MR-409, nas mesmas concentragdes € tempo apresentados anteriormente, para avaliar se a
melhora na viabilidade indicada pelos outros experimentos estaria afetando de alguma forma a

secrecao de insulina das células.
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Figura 15: Secrecgdo estdtica de insulina de células tratadas com 12,5 uM de CPA e 2 uM MR-409 por 12h. Os
resultados expressam a média + SEM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entdao pelo
ANOVA-one-way, n=3-4; letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).

O resultado (Fig. 15) aponta que nao houve diferenca na secrecao de insulina em
nenhum dos grupos quando a célula foi estimulada com 2.8 mM de glicose. No caso da
estimulagdo com 22.2 mM de glicose, hd uma diminuic¢ao da secrecdo de insulina nas células

tratadas com CPA, quando comparadas ao controle. Essa diminui¢cdo ndo se recupera no grupo

tratado com CPA e MR-409.

Tratamento de células com MR-409 por 12h altera o padrdo de expressdo de proteinas

Tabela 2: Proteinas com conteido aumentado na andlise de comparacdo do grupo
controle com o grupo tratado com MR-409.

Gene UniprotKB Fold

symbol ID Change Gene name
E3 ubiquitin-protein ligase RNF152 (EC 2.3.2.27)
Rnf152 D4A723 1.92 (RING finger protein 152) (RING-type E3 ubiquiti
transferase RNF152)
Mras P97538 1.61 Ras-related protein M-Ras (Ras-related protein R-Ras3)
tRNA modification GTPase GTPBP3, mitochondrial
808 Q>PQQI 1.27 (GTP-binding protein 3)
Thyrotropin subunit beta (Thyroid-stimulating hormone
Tshb P04652 1.24 subunit beta) (TSH-B) (TSH-beta) (Thyrotropin beta

chain)

Spatal9 Q920Q3 1.18 Spermatogenesis-associated protein 19, mitochondrial
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Ap2a2

Rpl19

Myh3

Slc3a2

Sars

Cypl1b2

Acol

Gdil

Atic

Kcnjl6

Trapl

P18484

P84100

P12847

Q794F9

Q6P799

P30099;
P30100

Q63270

P50398

035567

P52191

Q5XHZ0

1.16

1.14

1.14

1.13

1.13

1.12

1.12

1.12

1.12

1.11

(Spermatogenic cell-specific gene 1 protein) (Spergen-

1y

AP-2 complex subunit alpha-2 (100 kDa coated vesicle
protein C) (Adaptor protein complex AP-2 subunit
alpha-2) (Adaptor-related protein complex 2 subunit
alpha-2) (Alpha-adaptin C) (Alpha2-adaptin) (Clathrin
assembly protein complex 2 alpha-C large chain)
(Plasma membrane adaptor HA2/AP2 adaptin alpha C
subunit)

60S ribosomal protein .19

Myosin-3 (Myosin heavy chain 3) (Myosin heavy chain,
fast skeletal muscle, embryonic)

4F2 cell-surface antigen heavy chain (4F2hc) (Solute
carrier family 3 member 2) (CD antigen CD98)

Serine--tRNA ligase, cytoplasmic (EC 6.1.1.11) (Seryl-
tRNA synthetase) (SerRS) (Seryl-tRNA(Ser/Sec)
synthetase)

Cytochrome P450 11B2, mitochondrial (Aldosterone
synthase) (ALDOS) (Aldosterone-synthesizing
enzyme) (CYPXIB2) (Corticosterone 18-
monooxygenase, CYP11B2) (EC 1.14.15.5)
(Cytochrome P-450Aldo) (Cytochrome P-450C18)
(Cytochrome  P450-Aldo-1)  (Steroid  11-beta-
hydroxylase, CYP11B2) (EC 1.14.15.4) (Steroid 18-
hydroxylase)

Cytoplasmic aconitate hydratase (Aconitase) (EC
4.2.1.3) (Citrate hydro-lyase) (Iron regulatory protein 1)
(IRP1) (Iron-responsive element-binding protein 1)
(IRE-BP 1)

Rab GDP dissociation inhibitor alpha (Rab GDI alpha)
(Guanosine diphosphate dissociation inhibitor 1) (GDI-

1y

Bifunctional purine biosynthesis protein PURH
[Includes: Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide
formyltransferase (EC 2.1.2.3) (5-aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide formyltransferase)
(AICAR transformylase); IMP cyclohydrolase (EC
3.5.4.10) (ATIC) (IMP synthase) (Inosinicase)]

Inward rectifier potassium channel 16 (BIR9) (Inward
rectifier K(+) channel Kir5.1) (Potassium channel,
inwardly rectifying subfamily J member 16)

Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial (HSP 75)
(TNFR-associated protein 1) (Tumor necrosis factor
type 1 receptor-associated protein) (TRAP-1)
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Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II
subunit alpha

Loy RRR ol (CaM kinase II subunit alpha) (CaMK-II subunit alpha)
(EC 2.7.11.17)
Heat shock protein HSP 90-alpha (Heat shock 86 kDa)
Hsp90aal P82995 1.11 (HSP 86) (HSP$6)
Importin subunit beta-1 (Karyopherin subunit beta-1)
Kpnb1 P52296 1.10 (Nuclear factor p97) (Pore targeting complex 97 kDa
subunit) (PTAC97)
Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 (Alpha-II
Sptanl P16086 1.09 spectrin) (Fodrin alpha chain)
Immi Q3KRS6 1.09 MICOS complex subunit Mic60 (Mitochondrial inner

membrane protein) (Mitofilin) (Fragment)

Inositol-3-phosphate synthase 1 (IPS 1) (EC 5.5.1.4)
Isynal Q6AYK3 1.08 (Myo-inositol 1-phosphate synthase) (MI-1-P synthase)

(MIP synthase)

Neuroendocrine convertase 2 (NEC 2) (EC 3.4.21.94)
Pcsk2 P28841 1.07 (KEX2-like endoprotease 2) (Prohormone convertase 2)

(Proprotein convertase 2) (PC2)

FC determinado pela abundancia normalizada do grupo controle. As proteinas apresentadas obtiveram
FC maior que o exibido pelo controle interno GAPDH (FC=1); n=3.

Tabela 3: Proteinas up e down reguladas na andlise de comparagdo do grupo controle
com o grupo exposto ao CPA.

Gene UniprotKB Fold Gene name
symbol ID Change
Lparl P61794 1.39 Lysophosphatidic acid receptor 1
Gnal P38406 1.32 Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha
Ran P62828; 1.32 GTP-binding nuclear protein Ran
Q8KS586
Tubada Q5XIF6 1.29 Tubulin alpha-4A chain
Chgb 035314 1.27 Secretogranin-1
Por P00388 1.27 NADPH--cytochrome P450 reductase
Eeflg Q68FR6 1.27 Elongation factor 1-gamma
Vps33b Q63616 1.26 Vacuolar protein sorting-associated protein 33B
Xpol Q80U96 1.24 Exportin-1
Histlhle P15865 1.24 Histone H1.4
Slc25a5 Q09073 1.24 ADP/ATP translocase 2

Slc25a4 Q05962 1.23 ADP/ATP translocase 1
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Prkarla

Slc3a2
Copgl
Ahcy
Eef2
Ugerel
2
Gdil
Acol
Calr
Myh9
Sars
Rars
Eif3b
Immt
Kpnb1
Tkt
Atp6v1b2
Ccdc65
Trapl
Prkce
Isynal
Spatal9

Rab8b

Nucb2

P09456

Q794F9
Q4AEF8
P10760
P05197
Q68FY0
Q6AXM9
P50398
Q63270
P18418
Q62812
Q6P799
P40329
Q4G061
Q3KR86
P52296
P50137
P62815
Q5X1J8
Q5XHZ0
P09216
Q6AYK3
Q920Q3

P70550;
P35280

Q9JI85

1.22

1.21
1.20
1.19
1.19
1.18
1.18
1.17
1.17
1.16
1.15
1.14
1.14
1.14
1.13
1.13
1.13
1.13
1.12
1.12
1.11
1.10
0.92
0.88

0.72

cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory
subunit

4F2 cell-surface antigen heavy chain

Coatomer subunit gamma-1
Adenosylhomocysteinase

Elongation factor 2

Cytochrome b-c1 complex subunit 1_mitochondrial
Uncharacterized protein C120rf29 homolog

Rab GDP dissociation inhibitor alpha

Cytoplasmic aconitate hydratase

Calreticulin

Myosin-9

Serine--tRNA ligase_ cytoplasmic

Arginine--tRNA ligase_ cytoplasmic

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B
MICOS complex subunit Mic60 (Fragment)
Importin subunit beta-1

Transketolase

V-type proton ATPase subunit B_brain isoform
Dynein regulatory complex subunit 2

Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial

Protein kinase C epsilon type

Inositol-3-phosphate synthase 1
Spermatogenesis-associated protein 19_mitochondrial

Ras-related protein Rab-8B

Nucleobindin-2

FC determinado pela abundancia normalizada do grupo controle. As proteinas apresentadas obtiveram
FC maior que o exibido pelo controle interno GAPDH (FC=1); n=3.

Tabela 4: Proteinas up e down reguladas na andlise de comparacao do grupo tratado com
CPA com o grupo tratado com CPA e o MR-409.

Gene UniprotKB Fold Gene name
symbol ID Change
Ppid Q6DGGO 1.22 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D
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Rps6
Ampd2
Hadhb
Psmd2

Rpl4
Ap2bl

Myh9
Hspa4

Hnrnpa2bl

Asns
Akrlbl
Bhlhb3
Plpprl

Fenl

Aldob
Vps33b
Aga
Nup210
LrrcS9
Esytl
Eif2d
Vef
Tubb2a
Necabl

P62755
Q02356
Q60587
Q4FZT9
P50878
P62944
Q62812
088600
A7VIC2
P49088
P07943
035779
Q6WAY?2
Q5XIP6
P00834
Q63616
P30919
P11654
QSRIRS
Q9Z1X1
QSPPG7
P20156
P85108
QIESB5

1.02
0.94
0.92
0.92
0.91
0.90
0.90
0.90
0.89
0.89
0.87
0.87
0.87
0.86
0.86
0.86
0.86
0.84
0.84
0.84
0.83
0.82
0.80
0.78

40S ribosomal protein S6

AMP deaminase 2

Trifunctional enzyme subunit beta_ mitochondrial
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
60S ribosomal protein L4

AP-2 complex subunit beta

Myosin-9

Heat shock 70 kDa protein 4

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing]
Aldose reductase

Class E basic helix-loop-helix protein 41
Phospholipid phosphatase-related protein type 1
Flap endonuclease 1

Fructose-bisphosphate aldolase B

Vacuolar protein sorting-associated protein 33B
N(4)-(Beta-N-acetylglucosaminyl)-L-asparaginase
Nuclear pore membrane glycoprotein 210
Leucine-rich repeat-containing protein 59
Extended synaptotagmin-1

Eukaryotic translation initiation factor 2D
Neurosecretory protein VGF

Tubulin beta-2A chain

N-terminal EF-hand calcium-binding protein 1

FC determinado pela abundéancia normalizada do grupo controle. As proteinas apresentadas obtiveram
FC maior que o exibido pelo controle interno GAPDH (FC=1); n=3.

5. DISCUSSAO

No presente trabalho apresentamos os resultados obtidos com o tratamento de células

INS-1E com CPA, um agente estressor de RE e com um agonista do GHRH, o MR-409.

Contrariamente aos resultados de viabilidade celular obtidos nao estdo, em sua totalidade, de

acordo com os resultados encontrados por Zhang e colaboradores (70), em que células INS-1E


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26474831
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tratadas apenas com o MR-409, apresentaram um aumento na viabilidade entre 10-40%, em
relacdo aos controles ndo tratados. Em nossos experimentos ndo conseguimos evidenciar esse
aumento na viabilidade de células entre os grupos controle e controle com MR-409,
provavelmente devido ao tempo de tratamento diferente, uma vez que nossos testes foram
realizados apds 12 horas de tratamento, enquanto que Zhang e colaboradores utilizaram um
minimo de 72 horas. Contudo, neste experimento confirmamos que o MR-409 também aumenta
a viabilidade de células mesmo sob condi¢des de estresse, evidenciado pela melhora na
sobrevivéncia das células tratadas com CPA e o agonista (Fig. 5), quando comparadas as células
tratadas apenas com CPA no teste de viabilidade celular.

Com base em nossos resultados obtidos pela curva de tempo e concentragao,
observamos que o tratamento com CPA nao induziu aumento significativo da proteina Bip, que
regula a via da UPR (Fig. 7). Porém, pudemos observar que mesmo assim ha indicios de estresse
de RE em todos os tempos, evidenciado pelo aumento da proteina fosforilada elF2a e de uma
proteina downstream, CHOP, apontada como uma das indutoras de morte celular via estresse
de RE (83). O tratamento com CPA na concentragdo de 6,25 uM mostrou um discreto aumento
na proteina fosforilada elF2a, aumento este que nao foi suficiente para induzir a transcricao de
CHOP, mostrando que nessa condi¢do, o estimulo que CPA induz, ndo ¢ suficiente para induzir
a transcri¢do dessa proteina (Fig. 7). Ja no tratamento de 12h tanto p-elF2a quanto CHOP, nas
trés concentracdes, apresentaram aumento significativo de contetido proteico em relacao ao
controle (Fig. 8), ativando completamente a via PERK.

Hé4 um aumento do RNAm para Bip no grupo tratado com CPA, mas esse aumento nao
foi reduzido com o tratamento com o MR-409 (Fig. 10). Em relagdo ao conteudo proteico, o
aumento da Bip ndo ¢ reduzido no tratamento com o agonista, pelo contrario, hd um aumento
significativo na quantidade desta proteina (Fig. 9), o que de forma geral, ndo seria prejudicial a
célula visto que o aumento dessa chaperona ¢ benéfico para, por exemplo, melhorar a
capacidade de enovelamento do reticulo promovendo uma melhora na atividade da organela,
aliviando o estresse (84-86). Contudo, o tratamento com o agonista, ndo diminuiu a
concentragdo proteica de p-elF2a e CHOP (Fig. 9), mostrando que o aumento na quantidade da
proteina Bip ndo foi suficiente para restaurar a capacidade de enovelamento do reticulo e,
consequentemente, diminuir o nivel de estresse e da resposta da UPR.

Corroborando esses achados, houve aumento no RNAm de ATF4 ¢ CHOP, ambas
proteinas downstream da via PERK, mostrando sua continua ativacdo mesmo no grupo que

recebeu o tratamento com o agonista. Além disso, observamos que o gene da
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sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca’*-ATPase 2b (SERCA2b) também aumenta nos
grupos tratados com o CPA e com CPA e o MR-409. O CPA promove o desacoplamento da
bomba SERCA2b (87), incapacitando o bombeamento de calcio citoplasmatico para o limen
do RE. O célcio é de suma importancia para o bom funcionamento do RE, atuando como uma
co-enzima para muitas chaperonas e outras enzimas com agdes foldase que promovem o correto
enovelamento das proteinas recém sintetizadas (88). Dessa forma, a diminui¢ao de céalcio no
reticulo desencadeia o mal funcionamento dessas enzimas e chaperonas, que leva ao aumento
de proteinas nao enoveladas e, consequentemente, ao estresse de RE. O aumento do gene da
SERCAZ2b (Fig. 10), indica que a célula aumenta a traducdo dessa proteina para reverter o efeito
causado pelo CPA, porém, durante as 12h de tratamento e mesmo no grupo tratado com o
agonista, esse aumento parece nao ser suficiente para melhorar o quadro de estresse de RE.
Além disso, a comparacao do proteoma dos grupos controle ¢ CPA (Tabela 2) mostrou
aumento de outras proteinas induzidas pelo estresse de RE, como a calreticulina, uma proteina
localizada no limen desta organela e que funciona como uma chaperona molecular. Seu
dominio de ligacdo a Ca?" permite que ela atue como quelante deste ion (89). Dados ja
reportados demonstraram que o aumento no conteido dessa proteina esta relacionado com o
aumento de Ca*>" no limen do RE e prevencdo de apoptose via estresse oxidativo em células
beta (90-92), dessa forma, nossos dados indicam uma possivel resposta adaptativa ao CPA.
Outra proteina identificada com aumento na comparagdo protedmica foi a eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit b (eIF3b), essa proteina ¢ uma das 13 subunidades que
formam o complexo elF3. A elF3 ¢ necessaria para muitas fun¢des durante a tradugao proteica,
incluindo a inicia¢dao, onde promove a ligagdo do complexo ternario a subunidade ribossomal
408 e, posteriormente, a0 RNA mensageiro. A elF3b ¢ a principal subunidade de ancoragem da
proteina elF3 permitindo a ligacdo das outras subunidades do complexo, estabilizando-o e
permitindo sua correta conformagdo. A subunidade b também ¢é a por¢ao da proteina que
interage diretamente com a subunidade 40S do ribossomo (93, 94). Além disso, e[F3b também
ja foi descrita como a subunidade que garante maior controle do escaneamento do complexo
ternario pelo cddon de inicio (95). De forma geral, essa subunidade assegura o melhor
funcionamento da elF3, que ja foi descrita como responsavel pela manutengao do mecanismo
de tradugdo via uORFs durante o estresse de RE cronico (96). Dessa forma, a identificacdo no
aumento de eIF3b juntamente com as proteinas elongation factor I-gamma (eEFlg) e
elongation factor 2 (eEF2) indica manuten¢do da tradugdo proteica via a ativagdo da UPR e a

tentativa da célula de manter a resposta adaptativa durante o estresse de RE.
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A maioria das proteinas identificadas na comparacdo protedmica entre os grupos
tratados com CPA e com CPA e o MR-409 (Tabela 4), apresentaram diminui¢cdo em seus
contetidos (com FC menor que 1), mas nenhuma delas esta diretamente ligada a resposta
induzida pelo CPA ou as vias classicas de sobrevivéncia. Sendo assim, nossos resultados
confirmam que o CPA foi capaz de induzir estresse de RE e ativacdo da UPR e que o tratamento
com o agonista MR-409 ndo foi capaz de prevenir essa resposta.

Para entender melhor o mecanismo de acdo do MR-409 na célula beta, fomos investigar a via
de transducgdo de sinal do agonista. Surpreendentemente, nao fomos capazes de reproduzir a detec¢do
ou o aumento no RNAm do receptor de GHRH nas células INS-1E tratadas com o agonista, como
mostrado por Ludwig e colaboradores (50). Sendo assim, sabendo que a sinalizagado cldssica do
receptor do GHRH leva a ativagdo da proteina G estimulatéria, ativando a sinalizac¢do
dependente de AMPc (55), investigamos se havia fosforilagdo da proteina de ligacdo ao
elemento responsivo ao AMPc (CREB). Assim como visto por Zhang e colaboradores (70),
células que receberam o agonista mostraram aumento, com relacdo ao grupo controle, sem
tratamento, na fosforilagcdo em serina 133 de CREB (Fig. 13). CREB ja foi descrito como tendo
um papel na sobrevivéncia celular (97). O promotor do gene de Bcl-2 (que corresponde a uma
familia de proteinas conhecidas por manter a integridade da mitocondria, mas que podem
promover a apoptose via liberagao do citocromo c (98, 99)) € positivamente regulado por CREB
através de sua ligacao a um elemento responsivo a AMPc (CRE) na regido 5’ flanqueada, em
células B (100), promovendo aumento nos conteidos de RNAm e proteico de Bcl-2,
aumentando a sobrevivéncia da célula. Outros autores mostraram aumento de Bcl-2
promovendo sobrevivéncia de varios tipos celulares através da via pPCREB-Bcl-2, inclusive em
ilhotas de camundongos e modelos de célula beta pancreatica (59, 101-105). Ainda, Balogh e
colaboradores (2014) também mostraram que a superexpressdo de CREB protege vérios tipos
celulares de rato, como fibroblastos e células da medula da adrenal, da apoptose induzida por
tunicamicina++ (106). Dessa forma, € possivel que o aumento na sobrevivéncia observado por
nos em células tratadas com o agonista seja via fosforilacio de CREB.

Ao realizarmos a avaliagdo de proteinas da familia Bcl-2 (Bcl-xL, anti-apoptoética e Bax,
pré-apoptoética) (Fig. 12) constatamos um aumento na razdo Bax/Bcl-xL no grupo tratado com
CPA, que também apresentou mais marcagao para morte celular (Fig. 5), enquanto que no grupo
tratado com o MR-409, que apresentou menos marcagdo para morte celular (Fig.5), este
aumento ndo acontece, indicando que a agdo do agonista pode promover a modulagdo de
proteinas pr6 e anti-apoptoéticas, talvez via fosforilagio de CREB, resultando no aumento da

sobrevivéncia celular.
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Como o estresse de RE leva ndo s6 a morte celular, mas também ao aumento de espécies
reativas de oxigénio (ERO) no RE e na mitocdndria, realizamos um experimento para medir
superéxido mitocondrial (Mitosox) e avaliar a formacdo de ERO em nossos grupos
experimentais. Para avaliar se essa sobrevivéncia foi acompanhada de uma melhora na fungao
celular, realizamos um experimento para medir o estresse oxidativo na célula. O RE possui em
seu limen, um ambiente oxidante propicio para a formagdo de ligacdes dissulfeto que
promovem a conformagdo correta da proteina. Durante a formagdo dessas ligagdes sao
formadas ERO (30). Perturbagdes na homeostase do RE que levam ao estresse de RE, incluindo
diminui¢o no contetido de Ca?*, leva a ativagio da UPR, que juntamente com a hiperoxidacio
no limen do RE, leva ao maior influxo de Ca®" para a mitocondria, causando mudangas no pH
desta organela, a producdo elevada de ERO e estresse oxidativo mitocondrial (31, 107, 108).
Como o CPA leva a perturbagio na homeostase do Ca?*, é possivel que também promova o
aumento de ERO no reticulo e na mitocondria. Constatamos o aumento de superoxido no grupo
tratado com CPA (Fig. 14). O grupo que recebeu o tratamento com CPA e com o agonista
apresentou concentracao de superoxido semelhante ao do grupo controle (Fig. 14), mostrando
menos estresse oxidativo.

A acdo antioxidante do agonista MR-409 ja foi descrita em outros tipos celulares € em
animais. Pesquisadores observaram diminui¢do na formag¢ao de ERO e aumento de genes
antioxidantes em camundongos com retinopatia diabética (109, 110). Em nosso trabalho
mostramos que essa agao permanece mesmo em células sob estresse de RE. Como ja foi descrita
a agdo protetora de CREB contra o estresse oxidativo (102, 111, 112), € possivel que a
diminui¢do na concentracdo de superéxido mitocondrial no grupo tratado com o MR-409 seja
por esta via.

Para avaliar se a sobrevivéncia e a diminui¢do no estresse oxidativo foi acompanhado
de uma melhora na funcao celular, realizamos um experimento de secre¢ao de insulina que nos
mostrou uma diminuicao da secre¢do no grupo tratado com CPA, quando estimulada com 22,2
mM de glicose. Essa diminui¢do permaneceu no grupo tratado com CPA e o agonista, indicando
que este ndo foi capaz de modular a secre¢do de insulina estimulada com glicose. No trabalho
de Zhang e colaboradores (70), foi mostrado um aumento na secrecdo de insulina no grupo
tratado com o0 MR-409. Em nossos resultados, no entanto, ndo observamos esse aumento, mas
acreditamos que isso se deva, novamente, ao tempo reduzido de tratamento em relag@o ao ja

realizado na literatura.



46

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e apresentados neste trabalho, € possivel concluir que o
tratamento com o agonista do GHRH, MR-409, ndo modula a expressdo de proteinas das vias
e, portanto, ndo previne a instalacdo do estresse de reticulo endoplasmético em células tratadas
com CPA. Apesar disso, o agonista melhorou a viabilidade destas células, aumentando sua

sobrevivéncia, provavelmente, através do aumento de proteinas anti-apoptéticas.
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ANEXO I

Abbreviated Protocol for the Handling and Preparation of GHRH Analogs from the MIA Class Antagonists
and the MR Class Agonists (updated June 26, 2013 by R. Perez, PhD)

Storage - Peptides should NOT be subjected to repeated cycles of freeze/thaw.

Dry peptides should be stored in a desiccator at room temperature. Alternately, dry peptides can be stored at -20°C
in parafilm sealed vials. Vials should be equilibrated to room temperature prior to opening.

DMSO stocks of peptides (10mM maximum concentration) can be stored at -20°C for up to 12 weeks and -80°C
for longer.

Injectable solutions of peptides (0.1% DMSO / 10% Propylene glycol) can be kept at -20°C for up to 4 weeks and
can be stored at +4°C for up to 1 week.

Media solutions of peptides (10uM maximum concentration) for in-vitro work should be prepared fresh
immediately before use and should not contain more than 1% serum (recommended 0.1% serum).

Preparation of Solutions

Injectable Solutions (in-vivo)

1. Dissolve the peptide in DMSO using a volume equivalent to 0.1% of the final solution

2. Slowly (drop-wise) add Propylene Glycol to the DMSO solution using a volume equivalent to 10% of the final
solution

3. Add sterile water or PBS to the desired final volume. For use in rodents, final concentration of peptide is between
20pg/ml to 100pg/ml. Injections are usually 100ul subcutaneous.

Media Solutions (in-vitro)

1. Dissolve the peptide in DMSO to a final peptide concentration of 10mM or less

2. Add the appropriate volume of the DMSO stock solution to the warmed media using a maximum of 1% serum
(0.1% serum recommended) and 0.01% final concentration of DMSO. Maximum DMSO concentration varies
for different cell lines.

3. Peptide containing media should be replaced every 24 to 48 hours.
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