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RESUMO

O depdsito de amilina ¢ um achado histopatoldgico freqiiente em pacientes
portadores de diabetes melito tipo 2 (DM 2) e parece estar relacionado a disfungdo da
célula beta pancreatica caracteristica desta doenca. Apenas as moléculas de amilina que
sofrem agrega¢@o in vivo, tal como a amilina humana, s@o citotoxicas para as células
beta, enquanto as variedades ndo agregantes, como a amilina de rato, ndo apresentam
efeito deletério. Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos de toxicidade
associados a forma agregante da amilina, um projeto em andamento em nosso laboratério
estudou, por micro-arranjos de cDNA, o perfil de genes modulados pela amilina humana
em ilhotas pancredticas murideas, comparando duas situagdes especificas: ilhotas tratadas
com fibrilas de amilina (“amilina madura”) e ilhotas tratadas com oligdmeros de tamanho
intermediario (“amilina fresca”), ja& que evidéncias recentes apontam para um efeito
deletério apenas de oligdmeros de amilina. As ilhotas foram isoladas a partir de ratos
Wistar, mantidas em cultura por 24 horas e a seguir tratadas com 10 uM de oligdmeros
ou de fibrilas maduras de amilina por 24 horas adicionais em concentragdo fisiologica
(5,6 mM) ou suprafisiologica (23 mM) de glicose. O RNA total foi extraido e dentre os
genes modulados pelos oligdmeros de amilina, selecionamos o gene Capn 2, que codifica
a Calpaina 2 para validag¢do por RT-qPCR. Este gene foi escolhido por seu envolvimento
no processo de apoptose, que parece ser um dos mecanismos pelos quais a amilina pode
ser deletéria. Entretanto, os resultados sugeriram que o aumento da expressdo do RNA
mensageiro da calpaina 2 ndo ocorre no processo de apoptose induzido pelos oligdmeros
de amilina. Para complementar a avaliagcdo dos efeitos das duas formas de amilina sobre
as ilhotas pancredticas, também procedemos a andlise comparativa do indice de apoptose
de ilhotas tratadas pelas fibrilas maduras e pelos oligdmeros de tamanho intermedidrio
por 24 e 48 horas em concentragdo fisiologica ou suprafisiolégica de glicose através da
analise da permeabilidade da membrana mitocondrial. Foi observado um aumento do
indice de apoptose das ilhotas apds ambos os tratamentos em todas as condi¢des
estudadas, porém este aumento foi mais expressivo nas ilhotas submetidas ao tratamento
com oligdomeros de amilina de tamanho intermediario quando comparado ao tratamento

com fibrilas maduras da proteina.



1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus e depdsito amildide

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome caracterizada por hiperglicemia
resultante de defeitos na secre¢do de insulina associados ou ndo a resisténcia a agdo deste
horménio. Os extremos das manifestacdes clinicas constituem-se nas bases para a
classificacio em DM tipo 1 (quadro clinico exuberante resultante do déficit quase
absoluto de insulina) e DM tipo 2 (pacientes oligo ou assintomaticos com predominio de
resisténcia a insulina).

O DM2 ¢ a forma mais comum de DM em todas as partes do mundo ' ¢ sua
prevaléncia aumenta com a idade, surgindo geralmente apds os 40 anos de idade. A
patogénese do DM2 ¢ multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais. E
caracterizado por defeitos tanto na acdo da insulina (resisténcia insulinica) quanto na
secre¢do de insulina pelas células B pancreaticas. Os pacientes apresentam capacidade
secretoria de insulina inadequada para suplantar a resisténcia insulinica concomitante e,
como resultado, advém a hiperglicemia. A resisténcia a insulina é o evento central de um
grupo de alteracdes que inclui hipertensdo arterial, dislipidemia, hiperuricemia, estado
pro-trombético e microalbuminiria. ™

O depdsito de amildide nas ilhotas pancreaticas ¢ um achado patologico
caracteristico dos pacientes portadores de DM2. Ha muitos anos tem se questionado se
este deposito esta envolvido ou se € apenas uma conseqiiéncia fisiopatoldogica do DM2.
Uma vez que a amiloidose da ilhota estd associada a uma reducdo da massa de células §3
produtoras de insulina, ¢ mais provavel que ela esteja diretamente implicada na faléncia
destas células. ™

O amiléide ¢ um material proteindceo composto de uma densa rede de fibrilas
rigidas, ndo ramificadas, de comprimento indefinido e didmetro aproximado de 80 a 100
A. As fibrilas amildides contém uma estrutura central de cadeias polipeptidicas
arranjadas em laminas antiparalelas de conformagdo B. ™ A amilina, também conhecida
por polipeptideo amildide da ilhota (IAPP: islet amyloid polypeptide) ¢ o principal
constituinte deste tipo de amildide, ¢ uma proteina de 37 aminodcidos sintetizada pelas

células B e co-secretada com a insulina em uma relagdo molar amilina: insulina de



aproximadamente 1:100. " Existem evidéncias de que apenas as moléculas de amilina que
sofrem agregacdo in vivo, tal como a amilina humana, sejam citotoxicas para as células f3,
enquanto as variedades ndo agregantes, como a amilina de rato, ndo apresentam efeito
deletério. ' Além disso, ha evidéncias de que os efeitos citotoxicos das fibrilas
intermediérias do amiloide sejam mais potentes do que os do amil6ide ja formado.""

Acredita-se que a regido da amilina entre as posi¢des 20 e 29, conhecida por
sequiéncia amiloidogénica, esteja envolvida na formagdo de fibrilas amiloides pelo
peptideo humano " no entanto, os mecanismos exatos da deposi¢do de amiléide no
DM2 carecem de elucidagdo. Algumas evidéncias sugerem que a formag¢do de amildide
possa estar relacionada a hipersecrecdo de amilina associada a hiperglicemia e a outros
fatores at¢ o momento desconhecidos. Além da amilina, também estdo presentes no
depodsito amildide o amildide P sérico (SAP: serum amyloid P), a apolipoproteina E (apo
E) ¢ o proteoglicano heparan sulfato perlecan ™, embora o papel destes componentes na
formagdo do depdsito amildide nio esteja completamente elucidado.

O gene que codifica a amilina foi isolado e caracterizado em 1988. * Nio se
encontrou liga¢do entre o /ocus da amilina no cromossomo 12 e o desenvolvimento de
DM2 ™, assim como ndo foram encontradas mutagdes neste gene em pacientes com DM2.
*I Baseado nas similaridades estruturais ¢ funcionais ¢ na analise gendmica, a amilina é
considerada um membro da familia da calcitonina, composta pela calcitonina, peptideos
relacionados a calcitonina (CGRPs: calcitonin  gene-related peptides) e a
adrenomedulina.™

As tentativas iniciais de identificar um receptor para amilina levaram ao receptor
de calcitonina (CTR)*. De fato a amilina, bem como os CGRPs ¢ a adrenomodulina
compartilham uma similaridade estrutural com a calcitonina e portanto ativam o mesmo
receptor, ndo obstante a afinidade de cada um destes ligantes pelo CTR ¢ regulada pela
associacdo entre o CTR e um grupo de proteinas conhecidas como proteinas
modificadoras da atividade do receptor (RAMPS)™. Desta maneira, heterodimeros
formados pelo CTR ¢ RAMPI ou RAMP3 ligam-se preferencialmente a amilina,
podendo ser receptores funcionais para esse peptideo.™"!

Embora existam muitos dados conflitantes, a maioria dos trabalhos aponta para

um efeito insulinostatico da amilina, mas a relevancia fisiologica dessa a¢do inibitoria



ainda é questionavel, ja que altas concentracdes de amilina sdo necessarias para afetar a
secrecdo de insulina. ™" Por outro lado, demonstrou-se que a amilina determina uma
hiperpolarizagdo da membrana da célula B ™', um efeito que poderia proteger as células
B da exaustdo em situagdes que cursam com alta demanda de insulina, tais como na
resisténcia periférica a insulina.

Inumeras evidéncias sugerem que o depdsito amildide desempenhe um importante
papel na perda de células B e no declinio progressivo da secre¢do de insulina
caracteristico do DM2. Primeiramente, o depdsito amildide ¢ encontrado em até 90% dos
pacientes com DM2 em autdpsias e o grau de depodsito se correlaciona com a severidade
da doenca em humanos. ™ Além disso, a formacdo do amiloide precede o inicio da
hiperglicemia em primatas e estd associada a redu¢cdo da massa de células 3 em humanos
e primatas. ** Esses achados sugerem uma estreita correlagio entre o depdsito amildide e
o desenvolvimento e progressdo do DM2.

Vérios mecanismos tém sido implicados na patogénese da citotoxicidade
associada a amilina. J4 foi sugerido que o contato das fibrilas de amilina com a
membrana das células B induza apoptose por um mecanismo que envolve a sintese de
RNA e proteina. ™ O depésito extracelular de amiléide determina a apoptose das células
3 em associagdo com um aumento na expressdo de genes relacionados a apoptose, tais
como p53ep?l.

Outros mecanismos propostos para explicar a agdo citotoxica da amilina humana
s30: aumento na resposta oxidativa celular ™' ¢ a formagdo de canais idnicos de
membrana que poderiam alterar a homeostase do calcio intracelular . A formagdo de
amiloide intracelular também pode causar a morte das células 3, mas esta relagdo ainda
ndo estd claramente estabelecida. O efeito citotoxico da amilina poderia envolver a
ruptura das membranas intracelulares pelas particulas amildides toxicas de tamanho
intermediario. ™. Ainda ndo esta estabelecido se a toxicidade da amilina humana &
mediada pelas fibrilas maduras, como demonstrado em trabalhos mais antigos, ou por
oligdbmeros de tamanho intermedidrio, como tem sido aventado nos trabalhos mais
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Estudos que permitam uma melhor compreensido das bases moleculares da agdo
da amilina sobre a célula f podem resultar em novas estratégias terapéuticas para evitar a
faléncia da célula B no DM2. *°

Considera-se pertinente o desenvolvimento de inibidores peptidicos ou outras
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moléculas como agentes preventivos da formacdo amildide.

1.2 Apoptose de célula B

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ uma forma de morte celular destinada
a eliminar células indesejaveis do organismo por meio da ativacdo de uma série
coordenada de eventos executados por um conjunto exclusivo de proteinas.™" Um
elemento chave no processo apoptético € a ativagdo da familia caspase, composta por
pelo menos 15 membros de cisteina proteases intracelulares aspartil-especificas. ™" As
células apoptoticas exibem caracteristicas patoldgicas tipicas, entre elas, quebras do DNA
em fragmentos grandes de 50 a 300 kb, com clivagem internucleossomica subseqiiente
em fragmentos de 180 a 200 pares de bases por endonucleases dependentes de Ca ** e
Mg*" e expressio de fosfatidilserina nas camadas externas da membrana plasmatica, que
permitem que as células mortas sejam reconhecidas precocemente por macrofagos
adjacentes para serem fagocitadas. ™

A falha na producdo de insulina pelas células B do pancreas é uma caracteristica
comum do DM tipo 1 e tipo 2. Varias evidéncias sugerem que a apoptose seja a principal
forma de morte das células [ nestas desordens. A célula B é particularmente sensivel ao
estimulo apoptdtico devido as caracteristicas inerentes ao seu fenotipo especializado. No
DM tipo 1, a reagdo auto-imune anti-célula 3 ativa o sinal apoptdtico por intermédio de
altas concentracdes de mediadores inflamatorios no micro-ambiente da ilhota ou através
de células T efetoras. No DM2, um desarranjo metabolico esta associado a produgdo de
mediadores inflamatorios em tecidos insulino-sensiveis com concentragdes elevadas de
mediadores como a IL-6 e o TNF na circulag@o periférica. Também tem sido sugerido
que a glicose induza sintese de IL-1 pela prépria célula B, a qual atuaria de maneira
autdcrina na inducdo de apoptose, em um mecanismo semelhante ao observado no DM
tipo 1. ™ Outros mecanismos que poderiam explicar a redu¢do da capacidade de

secre¢do de insulina e da massa de células B por apoptose observado no DM2 s3o o



deposito de amildide nas ilhotas e dois eventos bem caracterizados, a glicotoxicidade,
devido a um aumento local de interleucina 13, ativagdo do NF-Kappa 3 e baixa expressao
do gene anti apoptotico BCL-2 e a lipotoxicidade, que também causa redugdo da
expressdo do gene anti apoptdtico BCL-2 e conseqiiente ativagdo de caspases executoras

do processo de apoptose.

1.3 Calpaina-2

A calpaina constitui uma superfamilia de cisteino proteases citoplasmaticas calcio
dependente. Apesar de sua fungio fisiologica ndo estar completamente elucidada, ela esta
implicada em uma grande variedade de processos celulares regulados pelo calcio, como
transducdo de sinal, proliferagdo celular, progressdo do ciclo celular, diferenciagdo e
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fusdo de membranas ~. A desregulacdo de sua atividade tem sido observada em
complica¢des de inumeras doencas. No DM2, variantes polimorficas no gene da calpaina
10 estdo relacionados a um aumento nas concentragdes de acidos graxos livres e a
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resisténcia a insulina™ . Muta¢des no gene da calpaina 3 que reduzem a fungdo da
proteina desempenham um importante papel na distrofia muscular de cintura tipo 2A",

A calpaina 2 esté relacionada a algumas doencas degenerativas, como a doenga
de Alzheimer. Um dos marcadores patolégicos na doenca de Alzheimer sdo agregados
neurofibrilares intracelulares, provocados pela hiperfosforilagdo de uma proteina
microtubular denominada TAU. As calpainas 1 e 2 estdo envolvidas na ativagdo
prolongada do fator que desencadeia esta hiperfosforilagio, o que promove a morte
celular por apoptose. Além disso, foi observado que este processo mediado pela calpaina
se torna mais evidente quando os neurdnios estdo expostos ao depodsito amildide, outro
achado histopatoldgico freqiiente nos pacientes portadores da doenga de Alzheimer. A
observagdo da diminui¢@o do indice de apoptose pela utilizagdo de inibidores da atividade
da calpaina corrobora a hipétese do papel central desta proteina no processo de
degeneragdo. ™"

Existem dois tipos principais de calpaina que funcionalmente diferem entre si em
relagdo a sensibilidade ao célcio in vitro. Dessa forma, a calpaina 1 (- calpaina) e a 2
(m-calpaina) sdo ativadas em diferentes concentra¢des de célcio, sendo que a primeira

requer concentragdes significativamente menores para desempenhar uma mesma agdo.™ "



Estas proteinas sdo heterodimeros compostos por uma subunidade catalitica de
aproximadamente 80 kDa que contém quatro dominios (I-IV) e uma pequena subunidade
regulatoria de cerca de 30 kDa que compreende os dominios V e VI. O gene CAPN2,
localizado na regido 1q41-q42, codifica a subunidade catalitica da proteina calpaina 2.
Esta enzima possui distribuicio tecidual ubiqua e ¢ altamente conservada em diferentes
espécies de mamiferos. ™"

Na auséncia de calcio, os dois subdominios da regido catalitica estdo posicionados
de forma que o sitio ativo apresenta uma conformacdo estrutural que impossibilita a
hidrolise de substratos alvo. A ligacdo do calcio aos sitios de ligagdo da proteina,
(dominios II, III, IV e VI) promove alteracdes conformacionais que tornam a enzima
ativa e possibilita sua atividade catalitica.™"". A atividade da protease é controlada in
vivo por fosforilagdo e por inibidores enddgenos, representados até o momento pela
calpastatina, cuja ligagdo & calpaina ¢ reversivel e dependente de célcio.”’

Acredita-se que a calpaina atue ativamente no processo de apoptose™“'. Tem
sido demonstrado que a calpaina 1 e 2 podem agir sinergicamente com a caspase 3 sobre
substratos comuns. Além disso, a calpaina 2 pode atuar diretamente na ativagdo da
caspase 12 e na clivagem da proteina pré-apoptdtica BCL-xL, membro de uma familia de
proteinas que controlam a permeabilidade da membrana mitocondrial, relacionadas com a
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ativagdo da apoptose pela via intrinseca. . Na apoptose induzida por estressse de
reticulo endoplasmatico (RE), a fung¢do da calpaina € particularmente evidente devido ao
aumento da concentragdo de calcio intracelular, em consequéncia de perturbag¢do em sua

i
homeostase.™"

2. OBJETIVOS

Estudar em ilhotas pancreéticas de rato tratadas com fibrilas de amilina madura e
com oligdmeros de tamanho intermedidrio de amilina:

1. A expressdo do gene Capn2, por meio de RT-qPCR e

2. O indice de apoptose, por meio da analise da permeabilidade da membrana

mitocondrial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de ilhotas pancreaticas de rato

Para os experimentos foram utilizados ratos Wistar adultos provenientes do
biotério central de Faculdade de Medicina da USP. Ratos Wistar machos pesando de 250
a 350 g (dois meses de idade) foram sedados com uso de éter etilico por inalacdo e,
posteriormente, anestesiados com solug¢do de quetamina + xilazina (0,2 mL/100 g de peso
do animal) via intra-peritoneal. A seguir, a anti-sepsia do abddémen foi feita com solucéo
de Polivinilpirrolidona Iodo (PVPI 10%). A cavidade abdominal foi aberta com tesoura e
apos localizagdo e exposi¢do do ducto biliar e sua ramificagdo que vai para o intestino
delgado, o ducto foi pingado em sua extremidade distal com o auxilio de uma pinga
hemostatica, a fim de se evitar dispersdo da enzima para o intestino (Figura 1), levando a
insuflagdo do pancreas. A canulagdo do ducto biliar foi feita pela introdug¢do de um
escalpe (25G) por meio de pequeno corte feito com micro-tesoura no terco proximal do
ducto. Fez-se uma amarragdo com fio algoddo 4-0 em torno do cateter introduzido no

ducto para evitar extravasamento retrogrado da solug¢do de enzima injetada.

3.1.2 Canulacio e digestido do pancreas

A solugdo de Colagenase tipo V (Sigma) foi preparada com diluicdo em solugio
de HBSS (Hank’s balanced salt solution) para uma concentracdo de 0,7 mg/mL. Apos a
injecdo intraductal de 10 mL da solucdo (Figura 2), o pancreas foi separado do intestino
com auxilio de uma tesoura e transferido para uma placa de Petri, sendo lavado em
solucdo de HBSS suplementada com antibioticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina). O bago foi retirado juntamente com o excesso de tecido gorduroso e o
pancreas foi cortado em pedagos grandes e colocado em um tubo de 50 mL contendo 5
mL de HBSS. A amostra foi levada ao banho-maria a 37 °C para a digestdo com a
colagenase. Apos 15 min a amostra foi lentamente homogeneizada e uma aliquota foi
retirada e colocada em placa de 24 pocos onde foi corada com ditizona (DTZ, Sigma),
que se liga as moléculas de zinco nos granulos de insulina e permite a vizualizacdo das
ilhotas que adquirem cor avermelhada. Desta forma verifica- se 0 momento em que as

ilhotas se encontram livres do tecido acinar (Figura 3).
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Figura 1. Localizag¢@o do ducto biliar e pingamento da ramificagdo que vai para o intestino delgado.

Figura 2. Canulagio do ducto biliar e introdugdo de colagenase tipo V diluida em HBSS.

Figura 3. Visualizagdo das ilhotas pancreaticas (coradas em vermelho pela ditizona) livres de tecido acinar

apods 15 minutos de digestdo enzimatica.
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3.1.3 Interrupcio da digestdo e purificacio das ilhotas por Gradiente de HBSS-Ficol

Apbs o final da etapa de digestdo, a solugdo com as ilhotas foi transferida para um
tubo de 50 mL contendo 30 mL de meio de cultura RPMI 1640 com 10% soro fetal
bovino (SFB) a 4° C, com o objetivo de interromper a a¢do da enzima e finalizar a
digestdo. Apos lavagens e centrifugagdes, o material foi filtrado em malha de aco
inoxidavel de 600 um e procedeu-se a purificacdo por gradiente de Ficoll, em solugdes de
HBSS-Ficoll de diferentes densidades (n =1.110, 1.096, 1.069 e 1.037). As ilhotas
encontram-se localizadas na interface entre as densidades p = 1,069/1,096 (Figura 4).
Apds centrifugacdo e lavagens, as ilhotas foram contadas e analisadas quanto a sua
pureza (Figura 5). As ilhotas foram distribuidas em frascos de cultura de maneira que nédo
ultrapassassem a densidade de 4 ilhotas/cm’, que é descrita como mais adequada, e

levadas a estufa a 37°C, 95% de O, ¢ 5% de CO,.

—1.03

1 1.06

Ihotas r—
1.09

1.11

Figura 4. Gradiente de HBSS- Ficoll, mostrando as diferentes densidades e a camada onde as ilhotas estdo

localizadas apo6s a centrifugacao.
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Figura 5. Tlhota purificada e corada com ditizona apds a centrifuga¢do em gradiente de HBSS- Ficoll.

3.2 Preparo da amilina

Para a realizagdo do tratamento das ilhotas de rato, foi utilizada a proteina amilina
humana (Bachem, EUA) cujo liofilizado foi ressuspendido em 4agua deionizada para uma
concentragdo de 500 pM. A forma fibrilar da amilina (“amilina madura”) ¢ obtida
incubando-se a mesma com seu veiculo de diluicdo durante sete dias a temperatura
ambiente. A forma oligomérica é obtida fazendo-se a ressuspensdo da amilina
imediatamente antes do tratamento das ilhotas (“amilina fresca”). Conforme pode ser
visto no grafico de caracterizacdo das formas de amilina pelo ensaio de fluorescéncia da

xlii

tioflavina T ™, o conteudo de fibrilas ja estd em seu nivel madximo na “amilina madura”,
enquanto a amilina ressuspendida imediatamente antes do ensaio (“amilina fresca”)
apresenta uma fluorescéncia crescente nos primeiros 20 a 30 minutos, quando o conteudo

de fibrilas atinge um plato.
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Cinética de Agregacao de Amilina Humana
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Figura 6. Cinética de agrega¢do da amilina madura e da amilina “fresca” analisada por ensaio fluorimétrico

com Tioflavina T.

3.3 Tratamento das ilhotas pancreiaticas com amilina para os experimentos de
analise de expressdo do mRNA do gene Capn2

Apds o isolamento, as ilhotas foram mantidas em cultura por 24 horas em estufa a
5% de CO2 em meio RPMI 1640, com 2% de SFB e 5,6 mM de glicose em temperatura
de 37°C. Apds este periodo, 200 ilhotas foram submetidas ao tratamento com amilina
madura ou fresca na concentracdo de 10 mM em condi¢des fisioldgicas (5,6 mM) ou
suprafisioldgicas (23 mM) de glicose e incubadas por 24 horas em meio RPMI 1640, com
2% de SFB em temperatura de 37°C. As respectivas condi¢des controle foram realizadas
da mesma maneira que as experimentais, porém sem a adicdo de amilina. Todas as
condigdes estudadas foram realizadas em duplicata bioldgica. Depois do tratamento, as
ilhotas foram transferidas para um tubo de 15 mL, centrifugadas por 10.000 rpm por 5
min, o sobrenadante foi descartado e ao pellet de ilhotas foi adicionado 1 mL do reagente
Trizol (Invitogen, EUA). As ilhotas foram vigorosamente homogeneizadas com Trizol e
armazenadas em temperatura de — 80°C para posterior extragdo de RNA total. Foram
realizados trés experimentos independentes, sendo que a quantificagdo do conteido de
mRNA de calpaina 2 por RT-qPCR também foi realizada em amostras de cDNA de

ilhotas pancreaticas provenientes de um primeiro experimento semelhante ao descrito
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acima e que havia sido realizado por um outro estudante do laboratério antes do inicio

deste projeto de Iniciagcdo Cientifica.

3.4 Tratamentos das ilhotas pancreaticas com amilina para os experimentos de
analise de permeabilidade de membrana mitocondrial

Apds o isolamento, as ilhotas foram mantidas em cultura por 24 horas em estufa a
5% de CO2 em meio RPMI 1640, com 2% de SFB e 5,6 mM de glicose em temperatura
de 37°C. Apds este periodo, 200 ilhotas foram submetidas ao tratamento com amilina
madura ou fresca na concentracdo de 10 mM em condi¢des fisioldgicas (5,6 mM) ou
suprafisioldgicas (23 mM) de glicose e incubadas por 24 e 48 horas em meio RPMI 1640,
com 2% de SFB em temperatura de 37°C. As respectivas condigdes controle foram
realizadas da mesma maneira que as experimentais, porém sem a adi¢cdo de amilina.

Foram realizados dois experimentos independentes.

3.5 Extracéo e controle de qualidade do RNA total

Para a extragdo de RNA total das ilhotas, foi utilizado um protocolo baseado na
lise das células com Trizol e subseqiiente isolamento do RNA total pelo método de
cromatografia (RNeasy Mini Kit, Qiagen). A amostra foi descongelada lentamente e
foram adicionados 266 pL de cloroférmio. Ap6s nova homogeneizagdo, a amostra foi
incubada por 10 min em temperatura ambiente e centrifugada por 15 min a 10.600 rpm a
temperatura de 4°C. A camada superior aquosa foi transferida para um novo tubo ao qual
foi adicionado um volume (350 a 600 pL) de etanol 70% e homogeneizado por
pipetagem. A mistura foi transferida para uma coluna de cromatografia e centrifugada.
Ap6s algumas lavagens com tampdo, o RNA ligado a coluna foi eluido com 30 pL de
agua livre de RNase (0,1% DEPC). A qualidade da preparagdo de RNA foi avaliada
quanto a integridade, quantidade e pureza. A andlise da integridade foi feita por meio de
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo, sendo que as bandas
relativas a0 RNA ribossomal 18S e 28S deviam estar bem visiveis e integras. A analise
da quantidade e da pureza do material foi feita por espectrofotometria (Nanodrop ND-
1000, Nanodrop Technologies). Foram consideradas 6timas amostras com uma relagdo

Abs260/Abs280 entre 1,7 € 2,1.
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Os resultados das analises dos RNAs utilizados neste estudo estio demonstrados

nas Tabelas 1 até 3 e exemplificados na Figura 7.

Tabela 1: Quantificaco e relagdo OD 260/280 das amostras de RNA total do experimento 2.

Amostra Concentracio Relacio 260/280 Rendimento (pg)
(ng/pL)

Controle 5,6 mM- 1 46,3 1,91 1,39
Controle 5,6 mM- 2 93,7 2,01 2,81
Amilina madura 5,6 mM- 1 77,3 2,00 2,32
Amilina madura 5,6 mM- 2 82,9 1,96 2,49
Amilina fresca 5,6 mM- 1 54,9 1,89 1,65
Amilina fresca 5,6mM- 2 36,7 1,80 1,10
Controle 23 mM- 1 48,5 1,87 1,46
Controle 23 mM- 2 39,8 1,89 1,19
Amilina madura 23 mM- 1 26,8 1,75 1,65
Amilina madura 23 mM- 2 54,6 1,93 1,64
Amilina fresca 23 mM-1 19,4 1,77 0,58
Amilina fresca 23mM- 2 14,8 1,70 0,44

Tabela 2: Quantificaco e relagdo OD 260/280 das amostras de RNA total do experimento 3.

Amostra Concentracio Relaciio 260/280 Rendimento (pg)
(ng/pL)

Controle 5,6 mM- 1 2235 2,10 6,7
Controle 5,6 mM- 2 136,3 2,09 4,5
Amilina madura 5,6 mM- 1 88,0 2,08 2,6
Amilina madura 5,6 mM- 2 158,8 2,08 4.8
Amilina fresca 5,6 mM- 1 100,3 2,06 3,0
Amilina fresca 5,6mM- 2 87,9 2,05 2,6
Controle 23 mM- 1 150,7 2,08 4,5
Controle 23 mM- 2 130,4 2,06 2,6
Amilina madura 23 mM- 1 69,4 2,04 2,1
Amilina madura 23 mM- 2 130,6 2,05 3,09
Amilina fresca 23 mM-1 83,4 2,08 2,5
Amilina fresca 23mM- 2 87,0 2,08 2,6
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Tabela 3: Quantificaco e relagdo OD 260/280 das amostras de RNA total do experimento 4.

Amostra Concentracio Relacio 260/280 Rendimento (pg)
(ng/pL)

Controle 5,6 mM- 1 52,4 1,96 1,6
Controle 5,6 mM- 2 41,3 1,95 1,2
Amilina madura 5,6 mM- 1 45.8 1,96 1.4
Amilina madura 5,6 mM- 2 42,6 2,00 1,3
Amilina fresca 5,6 mM- 1 25,0 1,70 0,8
Amilina fresca 5,6mM- 2 16,6 1,93 0,5
Controle 23 mM- 1 35,8 2,00 1,1
Controle 23 mM- 2 40,6 1,99 1,2
Amilina madura 23 mM- 1 34,1 1,96 1,0
Amilina madura 23 mM- 2 31,8 1,92 1,0
Amilina fresca 23 mM-1 15,4 1,71 0,5
Amilina fresca 23mM- 2 17,3 1,78 0,5

285
| +—

.‘—
185

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos RNAs, mostrando as subunidades referentes as subunidades
28S e 188S.

1 ¢ 2 =Controle 5,6 mM; 3 e 4 = Amilina madura 5,6 mM; 5 ¢ 6 = Amilina fresca 5,6 mM;
7 ¢ 8 = Controle 23 mM; 9 ¢ 10 = Amilina madura 23 mM; 11 e 12 = Amilina fresca 23 mM

3.6 Padronizacio da técnica de RT-qPCR (reacdo de polimerizacio em cadeia apds
trancricdo reversa quantitativa relativa) para os genes Capn2 e da B-actina

A RT-qPCR consiste na afericdo da quantidade de um produto amplificado a cada
ciclo da reacdo em cadeia da polimerase. Utilizam-se reagentes fluorescentes para
identificar o sinal, e o resultado obtido na fase exponencial da reacdo é extrapolado, de
modo a obter a quantidade inicial de amostra™™.

Como normalizador das reagdes de PCR, foi utilizado o gene que codifica a f3-

actina. Para a quantificagdo do conteudo do mRNA de calpaina-2 e da B-actina, foram

desenhados primers em éxons diferentes do gene, a fim de evitar a amplificagdo de DNA
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genomico (Tabela 4). Todos os primers foram construidos com auxilio

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu).

Tabela 4. Seqiiéncia dos primers utilizados nas reagdes de RTq- PCR.

do programa

Tamanho do
Genes Seqiiéncia forward Seqiiéncia reverse
fragmento (pb)
Capn2 5’-CTTGGATCCCTTCC-3’ 5’-TCGAGCGATTTCTTCAT-3’ 235
B-actina 5’-CAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3" | 5’-TCCATATCGTCCCAGTTGGT-3’ 300

Para a padroniza¢do da amplificagdo dos genes da P-actina e da calpaina 2,
utilizou-se o RNA total extraido de ilhotas pancreaticas. Para a sintese de cDNA, foram
utilizados 200 ng de RNA total e seguido o protocolo do conjunto de reagentes
SuperScript™ [II First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitogen, EUA), onde
o RNA total ¢ incubado com 2,5 uM de oligo(dT)20, 2,5 ng/uL. de primers randdmicos,
10 mM MgCl2, mistura de nucleotideos e uma transcriptase reversa. Esta mistura foi
incubada a 25°C por 10 min e depois a 50°C por 30 min. A reag¢do foi finalizada
aquecendo o tubo a 85°C por 5 min e, a seguir, colocada no gelo. Para a degradacdo da
fita de RNA da molécula hibrida (RNA:cDNA), a amostra foi tratada com 2 U de RNAse
H por 20 min a 37°C. Ao final do processo, o cDNA foi diluido 1:5 com 4gua livre de
nuclease.

Durante a padronizacdo, foi determinada a melhor temperatura de annealing dos
primers para B-actina e calpaina-2. A temperatura ideal ¢ aquela em que ndo ha
amplificacdo inespecifica durante a reacdo de PCR. Foi constatada a especificidade da
reagdo pela auséncia de bandas de tamanho diferente do esperado na andlise por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo (Figura 8). Esta
especificidade também foi demonstrada por meio de uma curva de dissocia¢do, sendo que
a reagdo ¢ considerada especifica para os produtos de PCR analisados quando a curva de
dissociagdo contém apenas um pico de fluorescéncia em uma determinada temperatura

(Figura 9).
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As reacdes de RTq-PCR foram realizadas no equipamento Rotor-Gene RG-3000
(Corbett Research), utilizando-se o kit comercial Platinum® SYBR® Green g-PCR
Supermix- UDG (Invitrogen). O SYBR Green 1 é um corante utilizado como fluoréforo
que emite um sinal de fluorescéncia ao se ligar as moléculas dupla-fitas de DNA, sendo
que a excitagcdo e emissdo maxima do SYBR Green I ocorrem nos comprimentos de onda
de 494 nm e 521 nm, respectivamente. Essas reagdes foram realizadas conforme

recomendag¢des do fabricante com algumas modificagdes, como mostrado a seguir:

Platinum® SYBR® Green q-PCR Supermix- UDG 12,5 uL
Primer Forward (10 pmoles/uL) 0,5 uL
Primer Reverse (10 pmoles/pL) 0,5 uL
Agua estéril q.s.p. 9,0 uL
cDNA 2,5uL

As amostras foram incubadas durante 10 min a 95° C para a denaturacdo das
dupla- fitas de cDNA. A seguir, foram submetidas a 40 ciclos (15s a 95° C, 45s a 57 °C,
e 90 s a 72° C) e, apds o ultimo ciclo, foi realizada a etapa de extensdo final pela

incubacdo por 4 min a 72°C.

Capn2 [— actina

[0

300 pb > —
200 pb > '

Figura 8. Gel de agarose corado com brometo de etideo demonstrando os produtos da RT-qPCR para os

genes Capn 2 e B—actina.
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Figura 9. Grafico mostrando as curvas de dissociagdo para os genes Capn2 e f—actina.

3.7 Quantificacdo do conteido do mRNA do gene Capn2

A intensidade de expressdo de cada gene foi obtida pelos valores de Ct (Threshold
cycle) que é o nimero do ciclo calculado no qual o produto do PCR atinge um limiar de
detec¢do, quando o aumento no sinal emitido pelo fluor6foro associado a fase
exponencial de amplificacdio do produto de PCR comeca a ser detectada. Para a
quantificagdo relativa do produto de amplificagcdo, foi realizado um experimento para
calcular a eficiéncia de amplificacdo de cada um dos pares de primers. Este dado ¢
importante para o calculo final da expressdo do gene-alvo (Capn2) em relacdo ao gene-
normalizador (B-actina). Uma amostra de cDNA de ilhotas foi diluida 1:5, 1:50 e 1:500 e
foi realizada uma rea¢do de PCR em tempo real para cada par de primers em cada uma
destas dilui¢des. Foi construido um grafico colocando o valor de Ct de cada diluicdo de
cDNA em fun¢do da diluicdo da amostra, conforme demonstrado na Figura 10. A
inclinag@o (s/ope) desta reta foi utilizada para o célculo de eficiéncia de amplificacdo
conforme a formula:

Eficiéncia de amplificagcdo = 10!/SLOPE)
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Curva de eficiéncia Calpaina e Beta-actina
35,00 - Calpaina: y = -3,3325x + 34,412 {e=2,00)
30,00 - \
25,00 A
. 20,00 A .\
© 1500 | Beta-actina: y = -3.53x + 29.577 (e=1.92)
10,00 -
5,00 -
0,00 | i .
1/100 110 puro

Figura 10. Eficiéncia de amplifica¢do dos primers (Calpaina 2 ¢ -actina) utilizados na RT-qPCR.

A semelhanga das efici€ncias de amplificacdo dos pares de primers do gene alvo e
do gene normalizador da reagdo permitiu a utilizagdo do seguinte modelo matematico
para o calculo da expressdo relativa de cada amostra:

2(De1ta Ct)

Expressao Relativa = , onde:

xliv

Delta Ct= Ct do gene de referéncia (B-actina) — Ct do gene-alvo (Calpaina 2)

3.8 Deteccio de permeabilidade da membrana mitocondrial pelo kit MitoProbe
(Molecular Probes)

A deteccdo de morte celular, pela andlise da permeabilidade da membrana
mitocondrial, foi realizada utilizando-se o kit MitoProbe (Molecular Probes). A
permeabilidade mitocondrial ¢ o evento que determina o inicio da apoptose celular
mediada pela via intrinseca. O colapso no gradiente eletroquimico da membrana
mitocondrial leva a inser¢do de proteinas pro-apoptdticas membros da familia BCL2, que
acabam por formar poros que permitem a saida do citocromo c para o citoplasma e
conseqiiente formagdo do apoptossomo, composto pelo complexo citocromo c, caspase 9
e Apaf (fator ativador de proteases apoptoticas). A perda do potencial de membrana

mitocondrial como marcador do processo de apoptose pode ser detectado pelo marcador
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catidnico fluorescente 10deto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1).

Durante a incubagdo, o JC-1 penetra nas células normais e apoptdticas. Nas células
ndo apoptdticas, este reagente lipofilico que possui cargas positivas, entra na membrana
mitocondrial que possui carga negativa, se agrega e emite uma fluorescéncia vermelha.
Nas células apoptéticas, a perda do potencial de membrana impede que o reagente se
acumule dentro da mitocdndria, e ele fica distribuido pela célula. Esta forma dispersa do
reagente emite fluorescéncia verde, permitindo uma facil distingdo entre as células
apoptdticas e ndo apoptdticas.

Apds os tratamentos, as ilhotas pancreaticas foram retiradas da cultura, transferidas
para um tubo de 15 mL e centrifugadas. O precipitado de células foi suspendido em
500uL. de HBSS e foi adicionado 10uL do corante JC-1. A seguir, as células foram
incubadas a 37°C por 20 min na estufa a 5% de CO,. Apos diversas lavagens, as ilhotas
foram suspendidas em 200 uL de HBSS e a suspensdo de células foi analisada com
microscopia de fluorescéncia, utilizando o microscopio Zeiss Axiovert 200® (Carl Zeiss,
Alemanha) utilizando filtros para visualizagdo de fluorescéncia verde (527 nm) e
vermelha (590 nm). Os resultados foram analisados dividindo-se o valor de coloragdo
verde pelo valor de coloragdo vermelha, calculados pelo software AxioVision nos grupos

de ilhotas.

3.9 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SPSS versdo 13. O teste nio-
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado na comparag@o entre dois grupos, enquanto o
teste de Kruskall-Wallis foi utilizado na comparacdo de mais de dois grupos. A hipdtese
de nulidade foi rejeitada sempre que o valor de P era menor que 5%. Nas figuras, os

resultados estdo expressos como média + desvio-padrio.
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4. RESULTADOS

4.1 Quantificaciio do conteudo do mRNA de Capn?2

No experimento de microarranjos, este gene foi positivamente regulado nas
ilhotas mantidas em condi¢des fisioldgicas de glicose e tratadas com amilina fresca em
relacdo ao controle. Esta alteragdo, entretanto, ndo se confirmou, pois ndo foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas nos niveis de RNAm de Capn 2 entre

as diferentes condigdes experimentais na avaliagdo por RT-pPCR (Figura 11).

Quantificacio do mRNA de Capn2

0.070 4
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Controle  Amilina Amilina Controle  Amilina Amilina

mRNA [U.A)

S56mM  madura fresca 23 mM madura fresca
S56mM  56mM 23 m 23 mid

Condigoes experimentais

Figura 11: Quantificacdo do mRNA de Capn?2 nas diferente condi¢des experimentais estudadas.

4.2 Deteccdo de permeabilidade da membrana mitocondrial pelo kit MitoProbe
(Molecular Probes)

A andlise do indice de apoptose das ilhotas pancredticas submetidas aos
tratamentos com fibrilas maduras ou com oligdmeros de amilina revelou um efeito pro-
apoptotico por parte ambos os tratamentos em relacdo ao controle. Entretanto, o
tratamento com oligdmeros de amilina de tamanho intermedidrio apresentou um maior
potencial citotoxico sobre as ilhotas quando comparado ao tratamento com fibrilas

maduras da proteina nas diferentes condi¢des experimentais (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Graficos representativos do indice de apoptose das ilhotas pancreaticas nas diferentes condigdes experimentais no

Experimento 1 (*=p<0,05)
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Figura 13. Graficos representativos do indice de apoptose das ilhotas pancreaticas nas diferentes condigdes experimentais no

Experimento 2 (*=p<0,05)
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5. DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que o deposito amildide pode contribuir para a
fisiopatologia do DM 2 *** Ha muitas evidéncias de que as moléculas de amilina que
sofrem agregacdo in vivo, assim como a amilina humana, exercem efeitos pré-apoptdticos
sobre as células [} pancreaticas, sendo que estudos recentes tém indicado que as formas
pré-fibrilares da amilina (oligdmeros) sdo responsaveis pelos efeitos citotoxicos desta

i, xlvii. vii , . . .- .
LML YED porém os mecanismos pelos quais a amilina exerce seu efeito

proteina
deletério sobre as células 3 ndo estdo totalmente esclarecidos.

Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos de toxicidade associados
a forma agregante da amilina, foi desenvolvido em nosso laboratério um estudo
comparando o perfil de expressdo génica de ilhotas pancreaticas expostas a fibrilas
intermedidrias e a fibrilas maduras de amilina. A metodologia empregada neste estudo foi
a de microarranjos de DNA, que possibilita ter uma idéia geral das vias que estdo sendo
moduladas em cada uma das situacdes estudadas. Na tentativa de melhor mimetizar in
vitro o ambiente ao qual a ilhota estd exposta in vivo no paciente diabético, optamos por
realizar os tratamentos ndo somente em concentracio fisioldégicas de glicose (5,6 mM),
como também em concentracdo suprafisioldogica de glicose (23 mM), mesmo sabendo
que ndo estariamos reproduzindo completamente o ambiente ao qual a ilhota de um
paciente com DM?2 estd exposta, ja que ndo consideramos a presenca, por exemplo, da
lipotoxicidade.

Dentre os genes modulados pela amilina fresca, selecionamos o gene que codifica
a Calpaina 2, cuja expressdo aumentou em relagdo as ilhotas ndo tratadas, para validacdo
por RT-qPCR nas condigdes experimentais estudadas. Este gene foi selecionado por seu
envolvimento no processo de apoptose, uma vez que esta via mostrou- se modulada pelos
oligbmeros de amilina. Os resultados obtidos nos experimentos de RT-qPCR no
confirmaram aqueles observados no estudo de microarranjos de DNA, pois ndo foram
detectadas diferengas estatisticamente significativas nos niveis de mRNA de Calpaina 2
entre as diferentes condigdes experimentais em estudo. Visto que a técnica de estudo de
expressdo génica diferencial por microarranjos de DNA estd sujeita a grande
variabilidade, recomenda-se que sejam realizadas varias replicatas de um mesmo
xlviii

experimento” ', o que pode ser impossibilitado por questdes econdmicas, pois se trata de
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uma técnica ainda cara. Por essa razdo, recomenda-se que os resultados obtidos por essa
metodologia sejam validados por outras técnicas, como, por exemplo, o RT-qPCR. Os
resultados aqui obtidos sugerem que o achado para o gene da Calpaina 2 no estudo de
microarranjos apos tratamento com amilina fresca tenha sido um falso positivo, sendo
que o aumento da magnitude de expressio do RNA mensageiro da calpaina 2
provavelmente ndo ocorre no processo de apoptose das ilhotas submetidas ao tratamento
com oligdbmeros de amilina. Este achado n3o exclui a participagdo da Calpaina 2 no
processo de apoptose induzido por amilina, j4 que ndo estudamos as concentra¢des da
proteina ou a atividade da mesma nas condigdes experimentais testadas.

Para complementar a avaliacdo dos efeitos das duas formas de amilina sobre as
ilhotas pancreaticas, procedemos a analise comparativa do indice de apoptose de ilhotas
tratadas pelas fibrilas maduras de amilina e pelos oligdmeros de amilina de tamanho
intermedidrio. Para isto, analisamos a permeabilidade da membrana mitocondrial por
tratar- se do evento inicial que determina a apoptose celular mediada pela via intrinseca.
Os resultados obtidos neste estudo vao ao encontro dos dados mais recentes da literatura,
que apontam para um maior potencial citotoxico dos oligdmeros de amilina em relagdo as
fibrilas maduras. Este efeito foi semelhante tanto em ilhotas mantidas em concentra¢do
fisioldgica quanto em concentracdo suprafisiolégica de glicose, bem como nos dois
tempos estudados (24 e 48 horas). Ressaltamos, entretanto, que no presente estudo, as
fibrilas maduras de amilina também exerceram um efeito pro-apoptotico sobre as ilhotas,
ainda que de menor magnitude que os oligdmeros de amilina.

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que os efeitos deletérios da amilina
sobre as ilhotas pancredticas estejam mais relacionados ao processo de formagdo do
amiloide do que ao amildide j4 formado e que o efeito pro-apoptédtico exercido pela

mesma sobre as ilhotas ndo envolva o aumento do RNA mensageiro da calpaina 2.
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