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RESUMO

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) caracteriza-se pela destruicdo seletiva,
pelo sistema imune, das células beta pancreaticas produtoras de insulina. Durante o
ataque autoimune, citocinas proé-inflamatérias como interleucina (IL)-1p, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e interferon (IFN)-y contribuem para a morte de células beta
pancreaticas, principalmente por ativacdo de NF-xB. IL-1B proporciona maior
intensidade na ativacdo de NF-«kB, induzindo a expressdo diferencial de genes
putativamente envolvidos na disfuncéo e morte da célula beta, comparado ao TNF-a.
Este efeito parece estar relacionado a intensidade na ativagéo (induzida por IL-13) de
quinases que modulam o NF-kB, como o complexo IKK (ponto importante de
convergéncia de sinais extracelulares para ativacdo de NF-«B). Recentemente, foi
mostrado o uso diferencial do complexo IKK por IL-18 e TNF-a, em células beta.
EnquantoTNF-a utiliza o complexo IKK contendo tanto IKKa como IKK, IL-1B induz
complexos contendo IKKa somente. Este efeito € conseguido através da indugéo da
degradacgédo de IKKB por proteassoma. IKKy e a ativagdo da via TRAF6-TAK1-JNK
estdo envolvidos na degradacéo de IKK induzido por IL-1[3, indicando uma complexa
rede de transcricdo de sinal que pode ser importante para a indugao pré-apoptética de
NF-kB nessas células. Neste contexto, nosso objetivo foi analisar a funcdo de ERK-1,
outra quinase envolvida na regulacao de NF-«kB, na ativagéo diferencial do complexo
quinasico IKK por citocinas pro-inflamatorias e seu papel na fungcédo e morte de células
beta. O silenciamento de ERK-1 inibiu parcialmente a degradacéo de IKK@, induzida
por IL-18 e também aumentou a secreg¢do de insulina estimulada por glicose em
células de insulinoma de rato, INS-1E. Além disso, a auséncia de ERK-1 preveniu a
morte induzida tanto por IL-1B+IFN-y quanto por TNF-a+IFN-y. Em conjunto, estes
resultados mostram que ERK-1 esta envolvida na regulacéo de IKKB, na fungéo e
viabilidade de células beta e na acéo de citocinas pré-inflamatérias nessas células.
Esses resultados sao inéditos e, podem contribuir no desenvolvimento de terapias de

prevencao e/ou recuperagdo das células beta apds ataque autoimune.
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ABSTRACT

Type | diabetes mellitus (DM1) is characterized by a selective destruction, by the
immune system, of the insulin producing pancreatic beta cells. During the autoimmune
assault, pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1B, tumor necrosis factor
(TNF) -a and interferon (IFN) -y contribute for beta cells death, mainly by the activation
of NF-«B. IL-1B induces stronger NF-«B activation, leading to differential expression of
genes putatively related to beta cells dysfunction and death, when compared to TNF-
a. This effect seems to be related to increased activation (induced by IL-1p) of kinases
that modulate NF-kB, such as IKK complex (an important point of convergence from
extracellular signaling to NF-«xB activation). Recently, a differential use of IKK complex
by IL-18 and TNF-a was described in beta cells. While TNF-a uses IKK complex
containing both IKKa and IKKp, IL-1B induces complexes containing only IKKa. This
effect is achieved by degradation of IKKB through the proteasome. IKKy and the
TRAF6-TAK1-JNK pathway are involved in IKKB degradation induced by IL-18,
showing a complex transduction signaling network that could be important for the pro-
apoptotic NF-xB activation in these cells. The objective of this study was to analyze
the role of ERK-1, another kinase involved in the regulation of NF-xB, on the
differential activation of IKK complex by pro-inflammatory cytokines and its role in beta
cells function and death. ERK-1 silencing was able to partially inhibit IKKB degradation
induced by IL-1B and increase insulin secretion stimulated by glucose in INS-1E (rat
insulinoma cells). Moreover, the absence of ERK-1 prevented cell death induced by
either IL-18 + IFN-y and TNF-a + IFN-y. Taken together, these results validate the
participation of ERK-1 in beta cells death, and may contribute to the development of

therapies for the prevention and / or after recovery of beta cell autoimmune attack.
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INTRODUCAO

¢ Diabetes Mellitus tipo 1

O Diabetes mellitus (DM) é definido como uma sindrome cuja
caracteristica principal € a hiperglicemia. As principais classes desta sindrome s&o: a)
Diabetes mellitus insulino-dependente ou tipo 1 (DM1) e, b) Diabetes mellitus nao
dependente de insulina ou tipo 2 (DM2).

No DM1, as ilhotas pancreaticas sao invadidas por linfécitos do tipo T-
CD4+ e T-CD8+ e por macrofagos ativados devido falha de reconhecimento do
sistema imunolégico (1-2). Estas células mononucleadas liberam 6xido nitrico (NO),
radical livre de oxigénio (3), além de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-13
(IL-1 B), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon- y (IFN- y) (4). Este processo
desencadeia mecanismos pro-apoptoticos causando perda da massa e funcionalidade
das células beta (3), sem prejuizo aos demais tipos celulares que compdem a ilhota
pancreatica. As manifestacdes clinicas do DM1 (hiperglicemia e cetose) ocorrem
tardiamente, geralmente apds destruicdo de 80% das células beta (5). O fato deste
processo ser lento e de natureza autoimune sugere que a prevengao da morte das
células beta é possivel.

Alteragdes funcionais semelhantes as observadas em individuos pré-
diabéticos podem ser reproduzidas in-vitro com exposi¢cdo de linhagem de células
beta a IL-13 combinada com IFN-y e/ou TNF-a (1, 3, 6). O contato prolongado a estas
citocinas compromete a funcionalidade destas células e evolui para a sua morte (7).
Deste modo, mecanismos de indugédo de apoptose em células betas por citocinas pré-
inflamatorias tém sido amplamente utilizado como modelo experimental de Diabetes
tipo 1 in vitro (1, 3).

Em células beta, muitos dos genes modificados por citocinas proé-
inflamatorias sdo regulados pelo fator de transcricdo NF-«B (8), que apresenta
importante funcdo na apoptose destas células mediada por citocinas (5, 9-12). NF-xB

também controla redes génicas que modulam o fendétipo diferenciado das células beta
1



e atracdo de células do sistema imune (8). Cabe ressaltar que, em outros modelos

celulares, NF-kB tem um papel anti-apoptotico (12).

e Ativacao de NF«B induzido por citocinas pro-inflamatorias

O fator de transcricdo NF-xB regula a expressdo de indutores e
efetores da resposta celular imune/inflamatéria (13), além de controlar a divisao
celular (14) e apoptose (15). A familia do NF-xB € composta por 5 subunidades
denominadas p50, p52, p65, c-Rel e RelB, que compartiham o dominio homélogo
Rel, localizado na regido N-terminal da molécula. O dominio Rel & responsavel tanto
pela ligagdo do fator de transcricdo na fita de DNA quanto pela homo e
heterodimerizacdo das subunidades (16).

Na sua forma inativa, os dimeros de NF-«xB encontram-se no
citoplasma ligados a uma proteina pertencente a familia das proteinas inibidoras «B
(I«kB). Sdo conhecidos 3 subtipos principais de proteinas 1«B: IkBa, |«kBp e IxkBe. A
interacdo NF-xB-lkB melhor estudada é a do dimero p50/p65 com o IkBa (16).
Estimulos produzidos por citocinas pro-inflamatérias ativam o complexo quinasico kB
(IKK) que fosforila proteinas inibitoérias (IxB). Os |kBs fosforilados sofrem rapida
degradacdo, dependente de ubiquitinacdo pelo proteassomo 26S, permitindo a
translocacdo dos dimeros do NF-«B para o nucleo (17). Estes dimeros se ligam aos
promotores de genes alvos para, posteriormente, regular os genes codificadores de
citocinas, quimiocinas e reguladores de apoptose (16).

O complexo IKK representa o principal ponto de regulagdo de NF-kB,
tendo sua atividade controlada por uma cascata quinasica de sinalizagao (17-18). IKK
€ formado por 3 proteinas, pertencentes a uma mesma familia: IKKa, B € y. As
subunidades IKKa e B (subunidades quinasicas) fazem parte desse complexo proteico
de alto peso molecular, estando associadas como um homo ou heterodimero a
subunidade reguladora IKK-y (NEMO) (17, 19). Apesar de IKKa e IKKB possuirem alta
identidade estrutural (17), estudos indicam que estas subunidades podem exercer
diferentes funcdes, além de serem acionadas por vias distintas, dependendo do

estimulo. Até recentemente, acreditava-se que IKKa ndo era necessario para indugao



de NF-xB por citocinas pro-inflamatorias (14). Porém, os trabalhos mostrando a
importancia de IKKB eram todos realizados com TNF-a, tendo sido recentemente
revelado que ativacado de NF-kB por IL-13 poderia ocorrer tanto via IKKa como IKK(
(18).

Além disso, tanto TNF-a. quanto IL-1B ativam o fator de transcrigdo
NF-«xB e, em combinagdo com IFN-y, induzem a morte das células beta. Apesar
destas similaridades, essas citocinas agem via diferentes receptores, recrutando
moléculas adaptadoras e cascatas quinasicas de sinalizagdo distintas (7, 20-21).
Nesse caso, a ativacdo do complexo IKK por IL-1B difere da ativacéo induzida por
TNF-a, sendo que a ativagéo de IKK por IL-13 € mais rapida e efetiva, refletindo em
ativacdo mais rapida e intensa de NF-«xB, comparado ao TNF-a (12, 22). Essas
diferencas parecem estar relacionadas a ativacado das quinases ERK-1/2 (22) e IKK
(12), conferindo a IL-1p papel pré-apoptético mais importante, comparado ao TNF-a
(12, 21). Em células beta, outra diferenca da ativacdo do complexo IKK por estas
citocinas consiste na degradacdo de IKKB induzido por IL-1B, mas ndo por TNF-a
(23). Esta degradacéo é dependente do proteassomo e da presenca da subunidade
IKKy (23) a qual ndo possui atividade quinasica, mas permite a associagéo entre o
complexo IKK e as proteinas reguladoras que modulam a ativagao ou repressao deste
complexo (16). Essa degradagdo € também regulada por TRAF6-TAK1-JNK (23),
indicando uma rede complexa de transdugé&o de sinal que pode ser importante para a
inducéo proé-apoptética de NF-kB nessas células. Isso faz com que a citocina IL-13
utilize, preferencialmente, complexos contendo IKKa enquanto TNF-a utiliza
complexos IKKB/IKKa (23) (Figura 1).

Compreender os mecanismos envolvidos na modulacao diferencial do
complexo IKK por citocinas proé-inflamatérias, ponto chave de regulagdo do fator de
transcricdo NF-kB, &€ extremamente importante para entendermos os mecanismos

que o levam ao papel pro-apoptotico em células beta.
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Figura 1: Modelo proposto para a utilizacao diferencial das vias de ativagdao de NF-«xB
por IL-1B e TNF-a em células beta. Em vermelho estdo as proteinas envolvidas na
degradacéo de IKK induzida por IL-1B (Figura modificada de (23)).



e Envolvimento da ERK-1 na apoptose de células beta

A transmissdo de sinais extracelulares para o meio intracelular pode
ser mediada por proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), que constituem
uma grande rede de proteinas intracelulares, evolutivamente conservadas e
responsaveis por uma variedade de processos fisiolégicos como: adesdo celular,
diferenciacao, regulacéo do ciclo celular, transcrigédo, proliferacao e apoptose (24-25).
As MAPKSs sdo amplamente expressas nos tecidos de mamiferos e compreendem as
proteinas quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK), a p38 e a quinase da
porcdo N-terminal de c-Jun (JNK) (24-25). A ativagéo da p38 e JNK geralmente esta
associada a apoptose, enquanto que a ERK1/2, considerada a familia de MAPKs
classica, apresenta fung¢des relacionadas, principalmente, a eventos nucleares,
modulando a diferenciagéo celular e a transcricdo de genes (26). Dentro do grupo de
ERK, existem, até o momento, oito isoformas (ERK-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) (27-28) e
dentre estas, a ERK-1 e ERK-2 sdo mais intensivamente estudadas e caracterizam-se

por ser isoformas de 44kD e 42kD.

As proteinas ERK-1 e ERK-2 apresentam uma elevada similaridade,
possuindo cerca de 84% de aminoéacidos idénticos, possuindo um perfil de substrato
muito semelhante (25). A via de sinalizagcdo destas proteinas compreende ativacao
prévia de quinases da quinase de ERK-1/2 (proteinas da familia Raf) que catalisam a
fosforilacdo das proteinas MEK (proteina quinase da quinase ativada por mitégeno)
1/2 que, quando ativas, catalisam a fosforilagdo das ERK1/2 no residuo da treonina
202 e da tirosina 204. Sua desativagdo ocorre por desfosforilagcdo no residuo de
treonina ou em ambos os residuos (29). A ativacdo de ERK1/2 &€ um passo
fundamental para a regulagcdo de muitas respostas biolégicas, no entanto, ainda ndo

se estabeleceu se ERK-1 e ERK-2 sdo homdélogos funcionais.

A resposta biolégica direcionada pela ativagdo de ERK (proliferagao
celular , migracéo, diferenciagado e/ou apoptose) depende do tipo célular, do estimulo
e da duracéo desta ativacao (30-31). Em linhagem de células beta tumorais MIN-6 e
também em ilhotas pancreaticas isoladas de rato, a ativacdo de ERK1/2 por glicose

leva a fosforilacdo de proteinas envolvidas nos processos de exocitose dos granulos



de insulina, tais como a sinapsina | (32). A ativacdo desta quinase também resulta na
expressao e translocagdo nuclear do NeuroD, um fator de transcricdo essencial para
a sobrevivéncia e desenvolvimento das ilhotas pancreaticas (33), e na fosforilagédo e
ativacdo de PDX-1, o que leva a um aumento na expresséo de insulina (34).

Alguns trabalhos sugerem que a ativagdo da ERK-1/2 resulta no
aumento de expressao de proteinas anti-apoptoticas (35-36). Entretanto, outros
indicam que estas quinases participam da via de sinalizacdo para a apoptose
mediado por citocinas pro-inflamatorias em células beta (37-38). Nestas células, a
ativacdo de ERK-1/2, mediada por IL-13, aumenta a capacidade de transativagdo de
NF-xB (39), via fosforilagdo da subunidade p65, alterando o equilibrio da expressao
génica e favorecendo a expresséo de genes relacionados com a disfungdo e morte de
células beta (40). A inducao pré-apoptoética de NF-kB por IL-1B pode estar relacionada
a inducéo diferencial de ERK e do complexo IKK (Fig.1) indicando que estas vias
podem estar conectadas entre si, e também com outras vias, controlando a
ativacdo/modulacéo de fatores de transcricdo como NF-«xB. Isto explicaria porque
diferentes estimulos, mesmo ativando vias e fatores de transcricdo parecidos, podem
levar a diferentes resultados, como por exemplo, a IL-1B induz mais morte celular do
que TNF-a em células beta ou NF-xB é anti-apoptético em outras células e pré-
apoptético em células beta. Portanto, compreender o papel dos diferentes
componentes das vias de NF-kB/ERK-1 e os meios pelos quais interagem uns com os

outros, nos permitem modular essa rede e, assim, evitar a apoptose das células beta.



OBJETIVOS

e Objetivo Geral
Analisar a participacdo de ERK-1 na regulacdo do complexo quinasico
IKK, mediado por citocinas pré-inflamatérias, e sua participacdo na fungdo e na

viabilidade de células beta.

e Objetivos especificos

o Estabelecer os protocolos a serem utilizados para tratamento com
citocinas proé-inflamatérias nas linhagens celulares INS-1E e MING para estudo da
ativacéo de NF-«B;

e Avaliar a ativagdo do complexo IKK mediado por IL-18 e TNF-a
em células MIN-G;

e Avaliar o efeito do silenciamento da proteina ERK-1 na
degradacgéo de IKK induzida por IL-13 em células INS-1E;

e Avaliar o efeito do silenciamento da proteina ERK-1 na funcéo e

na viabilidade de células INS-1E apds tratamento com citocinas pré-inflamatérias.



MATERIAL E METODOS

¢ Manutencgao de culturas celulares

Células de insulinoma de rato INS-1E, gentilmente fornecidas pelo
laboratério do Prof. C. Wolheim (Centro Médico Universitario, Genebra, Suica) foram
cultivadas em meio RPMI-1640 (Invitrogen, Paisley, U.K.) suplementado com 5% de
soro fetal bovino (SFB), HEPES 10mM, piruvato de s6dio 1mM e 2-mercaptoetanol
50uM (41). Células beta pancreaticas de camundongo, MING (42), foram cultivadas
em meio RPMI 1640 (Invitrogen, Paisley, U.K.), suplementado com 5% de soro fetal
bovino. Essas culturas foram mantidas em incubadora (CO-24, New Brunswick

Scientific Co, Inc., New Jersey, USA) a 37°C, em atmosfera umidificada a 5% de COa.

e Tratamento com citocinas

As células foram semeadas em placas de 24 pogos, na densidade de
1.10° células/poco e cultivadas por, pelo menos, 48h antes de qualquer tratamento,
para garantir a aderéncia a placa e minimizar respostas potencialmente geradas pelo
estresse durante tripsinizacao. Células INS-1E e células MIN6 foram tratadas na
semi-confluéncia com diferentes concentragcbes de IL-13 recombinante de rato
(Invitrogen, Camarillo, CA, USA) ou TNF-a recombinante de rato (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Para inducdo de apoptose, essas citocinas foram utilizadas em
combinagdo com IFN-y recombinante de rato (Invitrogen, Carlsbad, CA). O tempo e a
concentracdo das citocinas foram selecionados dependendo do objetivo proposto
para cada experimento. Para simplificar e facilitar o estudo das vias de sinalizagédo de
NF-xB optou-se por utilizar IL-18 e TNF-a, sem a presenca de IFN-y que ativa outras
vias. Porém, como essas citocinas sozinhas nao induzem fortemente a apoptose
dessas células, em estudos que envolviam a avaliagdo da viabilidade celular optou-se
pela utilizagdo de IFN-y em combinagdo com IL-1 ou TNF-a. Essa combinag&o nao
altera a degradacao de IKK induzida por IL-13 (23).



e Silenciamento de ERK-1 por siRNA
Para silenciamento da expressdo da proteina ERK-1 utilizou-se o
siRNA especifico Mm/Hs-MAPK1, com sequéncia UGCUGACUCCAAAGCUCUG
(Qiagen). Um siRNA com sequéncia nucleotidica aleatéria e sem especificidade foi
utilizado para controle negativo (Qiagen). A transfeccdo por 16h foi realizada
utilizando-se Lipofectamine RNAIMAX Reagent (Invitrogen) e 30nM de siRNA por
amostra. Ap6s 72h de transfeccéo, as células foram incubadas na auséncia (controle)

ou presenca de citocinas pré-inflamatérias.

e Ensaio de Western blot

Apds tratamento, as células foram lavadas com PBS e coletadas com
Tampao de Laemmli (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M, glicerol 50%,
SDS 10%) contendo B-mercaptoetanol e, em seguida, incubadas a 100°C por 5
minutos. Para corrida eletroforética foi utilizado gel bifasico: gel de empilhamento
(EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM, pH 6.7) e gel de resolugcdo (EDTA 4
mM, SDS 2%, Trisma base 50 mM, pH 8.9). A corrida foi efetuada a 50mA por
aproximadamente 2 horas com Tampao de Corrida (Trisma base 200mM, glicina
1,52M, EDTA 7,18mM e SDS 0.4%). As amostras foram transferidas para uma
membrana de Nitrocelulose (BioRad- EUA), banhada com Tampao de Transferéncia,
durante 2 horas a 370mA em gelo (Trisma base 25mM, glicina 192mM e metanol
20%). Apos transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em
solucado de TBS por 1 hora a temperatura ambiente. As proteinas relacionadas ao
estudo foram detectadas na membrana de nitrocelulose com anticorpo especifico
(anti-IKKB (#34673), IkBa (#371), ERK-1(#94), (Santa Cruz Biotechnology) ERK-1/2
(#9102), Caspase-3 Clivada (#Asp175), (Cell Signaling Technology) e a-Tubulina
(#T5168 - Sigma-Aldrich)) por incubacao de 14-16h, 4°C. Em seguida, a membrana
foi lavada e incubada com anticorpo secundario (Cell Signaling, diluicdo: 1:10000 em
TBS com 5% de leite desnatado) por 1h, a temperatura ambiente. Posteriormente, as
membranas foram lavadas com TBS, expostas a reagente de quimioluminescéncia e

visualizadas em fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000 - GE). A intensidade e



quantificacdo das bandas foram medidas por densitometria (ImageQuant TL- GE), e

normalizados pelos valores de densitometria do controle interno (a-Tubulina).

e Analise da viabilidade celular
A viabilidade celular foi analisada por mais de um método para
validacao dos resultados.
(A) Ensaio de MTS (Promega, Madison, USA): Este método se baseia

na reducdo do sal de tetrazdlio (MTS) por desidrogenases mitocondriais em células

metabolicamente ativas, formando assim o formazano aquoso e solavel. A
intensidade da cor do formazano produzido é proporcional ao niumero de células
viaveis (43). Para isto, as células foram lavadas com solugéo de PBS estéril e 0o MTS
foi utilizado em conjunto com um agente acoplador de elétrons, o PMS (fenazina
metosulfato). A mistura PMS/MTS foi preparada segundo indica¢des do fabricante e
diluida para 10% em tampao Krebs (NaCl 109mM, KCI 4,7mM, CaCl2.2H20 1,9mM,
MgSO04 1,2mM, K2ZHPO4 1,03mM, NaHCO3 25 mM, Hepes 20mM, C6H1206 11,1
mM). A incubagdo em solugédo de MTS ocorreu por 4h e durante este periodo os
niveis de formazano formado foram monitorados a cada 10 minutos em
espectrofotobmetro (SpectraMax M3, Molecular Devices), a 490nm de absorvancia.

(B) Analise da clivagem de Caspase 3: A detecgdo do aumento de

Caspase 3 clivada foi realizada por western blot, como descrito acima.

(C) Deteccdo de Apoptose por externalizacdo de fosfatidilserina -

Guava Nexin Reagent (Guava Technologies, Inc. Hayward, CA): Esta técnica é

destinada a detecg¢ado de apoptose por avaliagédo de fosfatidilserina (PS) predominante
na superficie interna da bicamada lipidica. Células em apoptose inicial, onde a
membrana celular ainda permanece intacta, mas sofre certa desorganizagéo, a PS é
transferida para a superficie exterior da bicamada lipidica. Anexina V é uma proteina
que se liga a fosfolipideos e possui alta afinidade por PS. Mudancas nesta assimetria
da membrana podem ser detectadas antes de alteragbes morfoldgicas associadas ao
inicio de apoptose e antes da perda da integridade da membrana por medigdo da
aderéncia de Anexina V a membrana celular. A conjugacédo Anexina V + PE

(fluorocromofico eritrina), serve como sonda sensivel para analise das células
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apoptéticas no citometro de fluxo. O corante impermeante celular, 7-AAD (7-
Aminoactinomycin D), é utilizado como indicador de integridade da membrana celular,
por ter forte afinidade ao DNA. Para a realizagdo do procedimento experimental, as
células foram coletadas por método enzimatico com solugdo de tripsina-EDTA e
centrifugados a 3000rpm, por 2 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as
células foram lavadas trés vezes com Tampéo fosfato (PBS) e ressuspensas em PBS
contendo 1% de soro fetal bovino, de modo que a concentragdo celular
permanecesse em 2,5x10° células por amostra. Oitenta yL de cada amostra foram
transferidos para uma microplaca de 96 pocos (80uL/poco) e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos (no escuro) com adicionais 100uL de Guava Nexin Reagent.

A leitura das amostras foi realizada no citémetro de fluxo Guava easyCyte 8HT.

e Analise da fungao celular

Células INS-1E foram pré-incubadas em meio RPMI-1640 (Invitrogen,
Paisley, U.K.) ausente de glicose, acondicionadas a 37°C, e mantidas em ambiente
umidificado e gaseificado com 95% O2 e 5% CO2 por 60min. Apods este periodo o
meio foi removido e as células foram incubadas com solugcéo Krebs-bicarbonato,
suplementado com 0,3% de albumina, contendo 2,8 ou 16,7 mM de glicose, e pH 7.4,
a 37°C. Apo6s incubacdo de 60 min, removeu-se parte do meio de incubacéo e
armazenou-se em tubos de ensaio a -20°C, para posterior dosagem de insulina por
radioimunoensaio. As células foram coletadas com Tampao de Uréia 8M, contendo:
100 mM de Tris pH 7,5; 10 mM de pirofosfato de sédio; 100 mM de fluoreto de sodio,
10 mM de EDTA; 10 mM de Ortovanadato de sodio; 2 mM de PMSF; e Triton-X100
1%, e sonicadas por 10 segundos a 21% de amplitude. A quantificagéo proteica foi
realizada pelo método de Bradford para normalizacdo dos dados da secregédo de

insulina.

Radioimunoensaio (RIE): A secrecdo estatica de insulina foi

quantificada pelo método de RIE (44), utilizando-se anticorpo especifico anti- insulina
de rato para tragar a curva padrdo e insulina recombinante humana marcada com
lodo 125 (Amersham Biosciences). As amostras foram lidas em contador de raios

gama e os valores das concentragdes alocados em graficos.
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e Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média £+ EPM e analisados pelo
Teste "t" Student, utilizando o programa GraphPad Prism 5. O nivel de significancia
adotado foi p<0,05.

12



RESULTADOS E DISCUSSAO

e Validagcao do modelo experimental
A linhagem celular INS-1E foi utilizada neste trabalho por apresentar
caracteristicas similares as células beta primarias de rato, tanto na expressédo génica
induzida por citocinas (45) quanto na secrecéo de insulina em resposta a glicose (46).
Trabalhos anteriores mostraram que, nestas células, a ativacdo do fator de

transcricdo NF-«kB por citocinas, é pro-apoptética (21).

Estas células foram utilizadas como modelo experimental para
investigar o envolvimento da quinase ERK-1 na regulagdo da ativacéo diferencial do
complexo IKK, por citocinas pré-inflamatérias e seu papel na regulacédo da morte de
células beta. Visto que a degradacgao de lkBa é um passo chave para indugéo do fator
de transcricdo NF-xB (16), utilizamos esse parametro para validar este modelo e
determinar a concentracdo e o tempo de tratamento adequado para o objetivo
proposto. Assim, células INS-1E foram expostas a diferentes concentragdes de IL-13
e TNF-a e analisou-se a degradacdo das proteinas IkBa e IKKB. O tempo de
tratamento e a concentragdo das citocinas foram selecionados com base em
trabalhos anteriores (12, 21, 23).

Em células INS-1E, apos 30 minutos de tratamento, tanto a IL-1 (nas
concentragbes de 500 e 1000U/mL) como o TNF-a (2000 e 5000U/mL) induziram
degradacgéo da proteina IkBa, comparados ao controle (Figura 2A-B). Com relagéo a
proteina IKKB, ambas as concentragdes de IL-1B (500U/ml e 1000U/ml) induziram sua
degradacgéo, enquanto que concentragdes iguais ou maiores de TNF-a (1000, 2000 ou
5000U/mL) n&o alteraram a quantidade desta proteina, comparado ao controle (Figura
2A e 2C). Estes resultados validam nosso modelo experimental, visto que houve
degradacéo do IKK, induzido por IL-18 e n&o por TNF-a (23), além de comprovar a

funcionalidade das citocinas utilizadas para indugéo do NF-kB (12).

As concentragbes das citocinas foram selecionadas com base na

resposta celular perante o tratamento, ou seja, a menor concentragdo de citocina que
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proporcionou degradacao da proteina IkBa (por IL-1 e TNF-a). Deste modo, optamos
por utilizar as concentragdes de 500U/mL de IL-1B e 2000U/mL de TNF-a, nos

tratamentos de células INS-1E.

" — E— IkBa

—— IKKB

L Qg Qe p—————— i NV o V[ [1s =}

CT 500 1000 CT 1000 2000 5000
IL-1B TNF-a

C s

vy

©
S5 1.0 25 1.0{— —
RS R
2 5 Qc
=} 3 8
Eg *% Eo
3 o %3
m< 3 J
0 < 0.5 gL 05 *
- *% - *%
CT 500 1000 CT 1000 2000 5000 CT 500 1000 CT 1000 2000 5000

Figura 2: Efeito do tratamento com citocinas pré-inflamatérias em células INS-1E. As células
foram expostas a 500 ou 1000U/mL de IL-1B (barras cinzas) ou 1000, 2000 ou 5000U/mL de TNF-a
(barras pretas) ou deixadas sem tratamento (CT, controle, barras brancas) por 30 minutos. Em
seguida, as células foram lisadas e utilizadas para western blot, como descrito em Material e
Métodos. (A) Figura representativa de trés experimentos independentes de western blot com a
utilizacdo de anticorpos anti IxBa, IKKB e aTubulina. As bandas correspondentes a IkBa (B) e IKKB
(C) foram quantificadas e corrigidas pelos valores de aTubulina. Os resultados estdo apresentados
em % do respectivo controle considerado como 1. Os graficos representam a média + EPM para 3
experimentos independentes. *p<0.05 ou **p<0.01 vs respectivo controle. Teste “t” de Student —
pareado.
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A linhagem celular de insulinoma de camundongo, MIN-6,
também foi analisada quanto a degradacdo do IKKB induzido por IL-1B, mas
nao por TNF-a (23), para verificar se esta caracteristica poderia ser expandida
para as células beta, de modo geral, ou se este efeito se tratava de uma
caracteristica especifica de células tumorais beta de rato. Também foi avaliado
se esta linhagem celular poderia ser utilizada como modelo de estudos da
ativacédo diferencial do complexo IKK por citocinas pro-inflamatorias. Células
MIN-6 apresentam padrédo de resposta de secrecao de insulina estimulada por
glicose, comparavel a camundongos, o que as tornam um modelo experimental
semelhante as células beta primarias (42, 47). Estas células foram tratadas
com 500, 1000 ou 2000U/mL IL-18 ou 1000, 2000 ou 5000U/mL TNF-a, por 45
minutos. Um grupo controle, sem citocina, foi incubado por igual periodo de
tempo. A degradagdo da proteina IkBa pode ser observada em todas as
concentragbes de IL-1B8. Ja para TNF-a, somente a maior concentragédo
utilizada 5000U/mL foi capaz de induzir degradacéo de IkBa (Figura 3A-B). A
IL-18, mas ndo o TNF-qa, induziu a degradacao, estatisticamente significante,
de IKKB apods tratamento na concentragdo com 1000 e 2000U/ml (Figura 3A;
3C).

Os resultados obtidos com a linhagem MIN-6 corroboram
nossos dados e trabalhos anteriores feitos em linhagem celular INS-1E e
células beta primarias de rato (23), indicando que a degradacédo do IKKp
induzido por IL-1B3, e ndo por TNF-a, € uma caracteristica de células beta, tanto
de rato como de camundongo. Conclui-se que células MIN-6 podem servir para
estudos dos mecanismos envolvidos na ativagéo diferencial do complexo IKK

mediado por citocinas pré-inflamatérias.
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Figura 3: Efeito do tratamento com citocinas pro-inflamatorias em células MIN-6. As células
foram expostas a 500, 1000 ou 2000U/mL de IL-1B (barras cinza) ou 1000, 2000 ou 5000U/mL de
TNF-a (barras pretas) ou deixadas sem tratamento (CT, controle, barras brancas) por 45 minutos.
Em seguida, as células foram lisadas e utilizadas para western blot, como descrito em Material e
Métodos. (A) Figura representativa de trés experimentos independentes de western blot com a
utilizagdo de anticorpos anti 1kBa, IKKB e aTubulina. As bandas correspondentes a IkBa (B) e
IKKB (C) foram quantificadas e corrigidas pelos valores de aTubulina. Os resultados estéo
apresentados em % do respectivo controle considerado como 1. Os graficos representam a média
+ EPM para 3 experimentos independentes. *p<0.05 vs respectivo controle. Teste “t” de Student —

pareado.

¢ Silenciamento da ERK-1 reduz degradacao de IKKB induzida por
IL-1B.
Durante a ativacdo da via IKK-NF-xB, proteinas adaptadoras
(TRAFs, MyD88 e TIRAP) e quinases (RIP, IRAK) s&o acionadas para facilitar
o recrutamento e ativagdo do complexo IKK (16). Dependendo deste estimulo e

de sua intensidade, subunidades do complexo IKK sdo acionadas, como homo
16



ou heterodimeros de IKKa ou IKKB, associados ou ndo ao NEMO (16). A
subunidade catalitica IKKB tem sido descrita como a principal quinase deste
complexo em resposta a insultos pro-inflamatérios (48). Além de controlar a
transcricdo de genes pro-inflamatorios por fosforilagdo dos inibidores 1kBs em
resposta a estimulos inflamatérios (49-50) em outros tipos celulares, IKKB pode
desempenhar fungdo critica em muitos processos biolégicos, incluindo
autofagia, sinalizagdo da insulina e dano ao DNA (revisto em (51-52). IKKa
também apresenta atividade especifica que vai além da regulacédo de NF-xB
(53). O uso diferencial do complexo IKK por citocinas proé-inflamatérias (23) e
os efeitos gerados por este uso na morte de células beta ainda nao sao claros.
Foi demonstrado que a ativacdo mais intensa de ERK-1/2 por IL-1,
comparado a TNF-a, poderia estar envolvida na inducdo diferencial de
intensidade e duragédo da ativagdo de NF-xB, e consequente expresséo
diferencial de genes envolvidos na disfuncdo e morte das células beta,
mediada por estas citocinas (21). Neste trabalho, utilizamos siRNA especifico
para ERK-1 e, apds confirmar redugdo (aproximadamente 60%) na sua
expressao (Figura 4A-B), sem alterar a expressdo da isoforma ERK-2 (Figura
4A; 4B), analisamos o efeito do silenciamento de ERK-1 na presenga ou
auséncia de citocinas proé-inflamatérias sobre a degradacédo do IKKB (Figura
4A; 4D). A expressdo da proteina ERK-2 foi analisada para validar a
especificidade do siRNA e também confirmar que a diminuicdo na expresséo
de ERK-1 n&o alterou a expressdo de ERK-2. Assim, de forma indireta,

sugerimos que n&o houve sobreposig¢ao funcional.
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Figura 4: Silenciamento de ERK-1 reduz degradagdo de IKKB induzida por IL-1B. Células INS-1E
foram transfectadas com siRNA especifico para ERK-1 (siERK-1) ou siRNA controle (siCT), ambos nas
concentragdes de 30nM, durante 15-16 horas. Trés dias apos a transfecgao, as células foram tratadas por
30 minutos com IL-1B (500U/mL, barras cinzas) ou TNF-a (2000U/mL, barras pretas) ou deixadas sem
tratamento (CT, controle, barras brancas). Em seguida, as células foram lisadas e utilizadas para western
blot, como descrito em Material e Métodos. (A) Figura representativa de quatro experimentos
independentes de Western Blot com a utilizagdo de anticorpos anti ERK1/2, IKKB e aTubulina. As bandas
correspondentes a ERK-1 (B), ERK-2 (C) e IKKB (D) foram quantificadas e corrigidas pelos valores de
aTubulina. Os resultados estdo apresentados em % do controle que corresponde a 1. Os graficos
representam a média + EPM para 4 experimentos independentes. *p<0.05 ou **p<0.01 vs controle (CT).
Teste “t” de Student — pareado.
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O silenciamento de ERK-1 mostrou-se parcialmente efetivo na
prevencéo da degradacéo da proteina IKKB induzida por IL-1B (Figura 4A; 4D).
Recente estudo com células de insulinoma de rato demonstrou envolvimento
da proteina adaptadora associada ao receptor do fator TNF (TRAF)-6, da
quinase ativada por fator transformador de crescimento (TGF)-B), TAK-1 e
também da quinase Jun-N-terminal (JNK) na degradacéao de IKK induzida por
IL-18 (23) (Fig 1). Todas estas proteinas fazem parte da via de sinalizacao
estimulada por IL-1B, que leva a ativagdo do complexo IKK e,
consequentemente, ativagdo de NF-kB (16-17, 54). O envolvimento da proteina
ERK-1 no mecanismo de regulacdo da degradacédo de IKK@, induzida por IL-
1B, é apontado pela primeira vez.

Sabe-se que o complexo IKK é a chave de regulagdo do fator de
transcricdo NF-«B (16). As subunidades a e [ deste complexo n&o so6
controlam a translocagédo do NF-kB para o nucleo (17), como também podem
modular sua atividade transcricional (49). A subunidade IKKB contém um
dominio semelhante a ubiquitina que pode ser importante para a sua ativagéo e
degradacéo (55). O uso preferencial de complexos de IKK contendo apenas a
subunidade IKKa, apés exposicao a IL-1B8 em células beta, pode contribuir para
a ativagdo mais intensa de NF-«B por esta citocina, resultando na expresséo
de genes pré-apoptoéticos e na morte de células beta (12, 21). Sabendo-se que
a ativacdo de ERK-1/2 pode aumentar a capacidade de transativagdo de NF-xB
em células produtoras de insulina (40), apdés analisarmos o envolvimento de
ERK-1 na degradacgéo de IKKp induzida por IL-183, investigamos o papel desta

quinase na viabilidade das células beta mediada por citocinas pré-inflamatorias.

e Analise da viabilidade celular
A combinacgao de citocinas pro-inflamatérias causam disfungéo
e morte em células beta pancreaticas (3, 7). O tratamento com IL-13+IFN-y ou
TNF-a+IFN-y por 24h aumentou a apoptose em células INS-1E (Fig. 5),
corroborando com dados da literatura (12). O efeito das citocinas na viabilidade
celular apoés silenciamento de ERK-1 foi analisado por trés métodos distintos

para validar nossos resultados. Primeiro, avaliou-se a marcagcédo de células

19



positivas para anexina V, utilizando citometria de fluxo (Fig. 5A-B). Este método
baseia-se na adicdo de dois corantes: 1) anexina V-PE que detecta
fosfatidilserina na membrana externa das células apoptéticas e 2) 7-AAD,
corante impermeante celular, que indica integridade estrutural da membrana e,
por isso, ndo é detectado em células saudaveis ou em apoptose inicial, mas
consegue atravessar a membrana de células em apoptose avancada ou
mortas. Outro método utilizado foi a quantificacdo do sal tetrazdlico (MTS)
incorporado em células viaveis (Fig. 5C). Este sal é reduzido pela succinato
desidrogenase, presente na mitocondria, formando um precipitado de cor
purpura, chamado formazama, quantificado por espectrofotometria. O resultado
deste ensaio reflete o estado geral da mitocéndria e consequentemente se a
célula esta ou néo viavel.

Em adicdo, a morte celular induzida por IL-1+IFN-y ou TNF-
a+IFN-y foi observada por aumento de caspase-3 clivada, importante marcador
de apoptose, por western blot (Fig. 5D-E). Vale notar que a auséncia de ERK-1
por si s6 leva a um aumento de morte (Fig. 5A), o que estad de acordo com a
literatura que mostra fungéo anti-apoptoética para essa proteina em células beta
(35). Assim, para melhor visualizagdo do efeito do tratamento com citocinas,
consideramos os dois controles (siCT e siERK-1) com valor igual a 1, e os
valores dos tratamentos com citocinas pro-inflamatérias foram corrigidos por

seus respectivos controles (Figura 5B-C; 5E).
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Figura 5: Silenciamento de ERK-1 previne morte celular induzida por citocinas pro-inflamatorias.
Células INS-1E foram transfectadas com siRNA especifico para ERK-1 (siERK-1) ou siRNA controle
(siCT), ambos nas concentragdes de 30nM, durante 14-15 horas. Trés dias apds a transfecgdo, as
células foram tratadas com IL-18 (500U/mL) e IFNy (140U/mL) (barras cinzas) ou TNF-a (1600U/mL) e
IFNy (140U/mL) (barras pretas) ou deixadas sem tratamento (CT, controle, barras brancas), por 24horas.
A viabilidade celular foi determinada por (A-B) citometria de fluxo: células mortas correspondem a
porcentagem de células marcadas positivamente para anexina V. (A) figura representativa de 5
experimentos independentes. (C) ensaio de MTS: Quantificagdo do MTS convertido a formazano em
células metabolicamente ativas. A medi¢do ocorreu durante 4h a 490nm de absorbéncia. N=3. A
apoptose foi determinada por (D-E) clivagem de caspase-3: determinada por western blot com a
utilizagdo de anticorpos especificos anti caspase-3 clivada. (D) imagem representativa de quatro
experimentos independentes, (E) o grafico corresponde a quantificagdo das bandas correspondentes a
caspase-3 clivada corrigida pelos valores de aTubulina. Os resultados estdo apresentados em % do
respectivo controle que corresponde a 1. *p<0.05, **p<0.01 vs. respectivo controle CT).
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A exposicdo das células INS-1E por 24h a citocinas pro-
inflamatoérias, IL-1B+IFNy e TNF-a+IFN-y, resultou em uma diminuicdo da
viabilidade dessas células. Em contraste, a auséncia de ERK-1 preveniu esse
efeito, normalizando os valores de apoptose aos niveis do controle (Fig. 5).
Isto indica que esse mecanismo de protecdo ndo esta relacionado com a
prevencdo da degradacéo de IKKpB, pois ele ndo ocorre no tratamento com
TNF-a. Esse resultado mostra, pela primeira vez que, ERK-1 esta relacionada

com a morte de células beta induzida tanto por IL-1 como por TNF-a.

e Analise da fungao celular

Para analisar a participagdo de ERK-1 na funcionalidade de
células beta apo6s exposicdo a citocinas pro-inflamatérias, quantificou-se a
secrecdo de insulina apos estimulo com 2,8mM e 16,7mM de glicose em
células INS-1E, como descrito em Material e Métodos.

A Figura 6 demonstra que em baixa concentragdo de glicose
(2,8 mM), o silenciamento de ERK-1 reduziu a secrec¢ao de insulina em células
tratadas com TNF-a+IFNy, mas ndo com IL-1B+|IFNy. Na presenca de 16,7 mM
de glicose, a secregdo do horménio foi menor em células tratadas com IL-
1B+IFNy quando comparado ao seu controle, independente de ERK-1. E
interessante notar que, sob as mesmas condicbes de glicose, apenas o
silenciamento desta quinase aumentou os niveis de secrec¢ao de insulina (siCT-
CT vs siERK-CT), indicando uma participagéo inibitoria de ERK-1 neste

processo.
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Figura 6: Secregdo estatica de insulina apos silenciamento de ERK-1. Células INS-1E foram
transfectadas com siRNA especifico para ERK-1 (siERK-1) ou siRNA controle (siCT), ambos nas
concentragdes de 30nM, durante 14-15 horas. Trés dias ap6s a transfecgao, as células foram tratadas
com IL-1B (500U/mL) e IFNy (140U/mL) (barras cinzas) ou TNF-a (2000U/mL) e IFNy (140U/mL)
(barras pretas) ou deixadas sem tratamento (CT, controle, barras brancas), por 24horas. Em seguida,
as células foram pré-incubadas em meio RPMI sem glicose por 1hora e apos, incubadas em solugéo
Krebs-bicarbonato contendo 2.8 ou 16.7mM de glicose, durante 1 hora. Apds este periodo, o meio foi
retirado para dosagem de insulina por radioimunoensaio e as células foram lisadas para quantificagéo
proteica e normalizagdo dos resultados. O grafico representa a média £+ EPM para 4 experimentos
independentes. *p<0.05 vs respectivo controle (CT); # vs respectivo siCT-CT. Teste “t” de Student —

Os mecanismos envolvidos na regulacéo da atividade de ERK-
1 e ERK-2 e os efeitos biolégicos fundamentais destas proteinas, em células
beta, ainda ndo foram totalmente esclarecidos. A fosforilagdo de ERK1/2 tem
sido associada com remodelacdo de citoesqueleto de actina, adesao celular,
secrecao de insulina estimulada por glicose (56-57) e ainda, como regulador da
transcricdo do gene da insulina (58-59). Embora muitos trabalhos demonstrem
que a fosforilagdo de ERK1/2 aumenta a secrecao de insulina, os resultados
sdo analisados na presenca das duas isoformas, ERK1/2. Neste trabalho,
avaliou-se a participacdo de ERK-1 somente, e estudos sugerem que, em
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adicao as suas funcdes de sobreposicdo, cada uma destas isoformas também
podem apresentar fungbes Unicas e distintas (60-62). Assim, talvez esta
diferenca encontrada em nossos resultados possa ser um indicio na diferenca

da funcionalidade de ERK-1 e ERK-2 em células beta.

24



CONCLUSAO

Diante do exposto acima, podemos concluir que:

e Células MIN-6 podem ser utilizadas para estudo do uso diferencial
do complexo IKK por IL-1B8 e TNF-q;

e Pela primeira vez foi mostrado que a degradacdo de IKK(
induzida por IL-1B, mas ndo por TNF-a, €& parcialmente
dependente da ativagdo de ERK-1;

e O silenciamento da ERK-1 preveniu a morte celular induzida tanto
por IL-1B+IFN-y quanto por TNF-a+IFNy, indicando que essas
citocinas podem regular diferencialmente vias de sinalizagdo que
induzem a morte de células INS-1E (Figura 07);

¢ A ERK-1 pode ter participacao inibitéria no processo de secrecao

de insulina em células INS-1E.
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Figura 7: Resumo de vias relacionadas a ativagdao NF-kB induzida por citocinas pré-inflamatérias
em células beta. TNF-a e IL-18 induzem a morte de células beta, através do fator de transcrigdo NF-«B,
porém, estas citocinas agem por diferentes vias, resultando na interacdo de diferentes proteinas e
quinases. Esta distinta ativacdo de NF-kB, gera diferentes respostas como maior indugéo pro-apoptotica
de IL-1B comparado ao TNF-a. A proteina ERK-1 esta envolvida na disfungdo e na morte de células beta
mediada tanto por e IL-13 como por TNF-a. Em vermelho as vias e proteinas que foram mostradas neste
trabalho. Figura modificada da referéncia 23.
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