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RESUMO

Prolactina induz a maturagdo da resposta secretéria das células B pancredticas em ilhotas
de ratos neonatos in vitro. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a maturag@o na resposta
a glicose, induzida pela prolactina, estd associada a alteracdes na expressdo, associacido e
fosforilacdo de proteinas envolvidas na mobiliza¢do e extrusdo dos granulos de insulina. Para
isso, ilhotas pancredticas de ratos neonatos foram cultivadas por cinco dias em presenca de
prolactina e apds extracdo do RNA e proteina total foram realizados RT-PCR e western blot.
Observamos aumento na expressiao génica e protéica da MAP-2 e cinesina em ilhotas cultivadas
com prolactina. Analisamos também a associa¢do e fosforilacdo através de imunoprecipitaciao
seguido de western blot de proteinas SNARE e MAP-2/cinesina em ilhotas estimuladas
agudamente (20 min) com prolactina. Prolactina aumentou a associacdo entre proteinas SNARE e
MAP-2/cinesina e reduziu a ligacdo entre sintaxina 1 A/munc-18. Fosforilacdo em residuos serina
das proteinas SNAP-25, sintaxina 1A, munc-18 e MAP-2 encontravam-se aumentadas enquanto
que da cinesina foi diminuida, em ilhotas estimuladas com prolactina. Ainda, foi observado
aumento na formacdo do complexo SNARE em ilhotas agudamente estimuladas com prolactina,
22 mM de glicose, 40 de mM K", 200 uM de carbacol e 1 uM de PMA (ativador da PKC). A
inibicdo da via da MAP cinase, por PD098059, bloqueou a formagdo do complexo SNARE e
fosforilacdo da sintaxina induzida por prolactina. Desta forma, podemos concluir que prolactina
auxilia na maturacdo das células B por aumentar a expressdo, fosforilagdo e associagdo de

proteinas que compdem a maquinaria de extrusdo dos granulos de insulina, provavelmente via

MAP cinase/PKC.



ABSTRACT

Prolactin induces maturation of insulin secretion in cultured neonatal rat islets. In this
study, we investigated whether the improved secretory response to glucose caused by prolactin
involves alteration in the expression, association and phosphorylation of several proteins that
participate in these processes. Messenger RNA was extracted from neonatal rat islets cultured for
five days in the presence of prolactin and reverse transcribed. Gene expression was analyzed by
semi-quantitative RT-PCR and by western blotting for proteins. The gene transcription and
protein expression of kinesin and MAP-2 were increased in prolactin-treated islets compared to
the controls. The association and phosphorylation of proteins was analyzed by
immunoprecipitation followed by western blotting, after acute exposure to prolactin. Prolactin
increased the association between SNARE proteins and kinesin/MAP-2 while the association of
munc-18/syntaxin 1A was decreased. Serine phosphorylation of SNAP-25, syntaxin 1A, munc-
18, MAP-2 was significantly higher whereas kinesin phosphorylation was decreased in prolactin-
treated islets. There was an increase in SNARE complex formation in islets stimulated with
prolactin, 22 mM glucose, 40 mM K", 200 uM carbachol and 1 uM PMA (PKC activator). The
prolactin-induced increase in the formation of SNARE complex and syntaxin 1A phosphorylation
was inhibited by PD098059, a blocker of the MAPK pathway. These findings indicate that
prolactin primes pancreatic [B-cells to release insulin by increasing the expression and
phosphorylation/association of proteins implicated in the secretory machinery, probably via the

MAPK/PKC pathway.
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INTRODUCAO

A secre¢@o de insulina pelas células [ pancredticas é ajustada continuamente de acordo
com as flutuagdes dos niveis de nutrientes circulantes, em especial, da glicose. A secrecao € ainda
modulada, direta ou indiretamente, por hormonios, neurotransmissores e agentes farmacolégicos.
Esse controle multifatorial permite que as células B secretem insulina em quantidade e tempo
adequados, regulando perfeitamente os niveis de nutrientes no sangue em diferentes situacdes
fisioldgicas, tais como: jejum, refeicdo, exercicio fisico, prenhez, lactacdo, crescimento e velhice.
Alteracdes no mecanismo de produgdo e secrecdo de insulina, muitas vezes associadas ao
aumento da resisténcia a a¢do do hormonio nas células alvo, levam ao aparecimento de
hiperglicemia cronica que, dependendo da etiopatologia, € classificada nos diferentes tipos de

diabetes mellitus (Boschero, 1996).

Mecanismos gerais da acdo da prolactina

Prolactina, a exemplo do horménio de crescimento e de diferentes citocinas, atua nas
células alvo através da interacdo com receptores especificos pertencentes a superfamilia de
receptores das citocinas e hematopoietina, que se caracterizam pela homologia de seus dominios
extracelulares (Taga e Kishimoto, 1992). Diferentes isoformas dos receptores de prolactina foram
clonadas e seqilienciadas e, dependendo do comprimento e composi¢do de aminodcidos do
segmento intracelular, os mesmos foram classificados como longos, intermedidrios e curtos
(Goffin e Kelly, 1996). Embora o dominio intracelular das diferentes isoformas dos receptores de
prolactina difere quanto ao tamanho e composi¢cdo de seus aminodcidos, a regido extracelular é

muito conservada (Goffin et al, 2002). Apds ligacdo da prolactina no seu receptor especifico é

necessdrio a ocorréncia de dimeriza¢do do receptor e a subseqiiente fosforilagdo de residuos



tirosina, localizados na parte citoplasmdtica do mesmo. A presenca de receptores com diferentes
dominios intracelulares leva-nos a inferir que a prolactina pode induzir nas células alvo diferentes
acoes, dependendo do tipo ou tipos de isoformas ali presentes. O primeiro evento intracelular,
largamente descrito na literatura, induzido pela prolactina seria a fosforilagdo da proteina JAK2
(Janus cinase 2). Esta, por sua vez, pode ativar diferentes proteinas intracelulares, especialmente
os STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription). Dentre os STATs merece
destaque o STATS5 que, ativado, migra em direcdo ao nucleo da célula, liga-se a elementos
responsivos no DNA estimulando a transcricdo de genes especificos (Yamauchi et al, 1998).
Contudo, € sabido que as vias intracelulares da sinalizacdo de diferentes hormonios que atuam via
receptores do tipo tirosina cinase podem, em niveis diferentes, se cruzarem (cross talk). Com o
sinal da prolactina ndo é diferente. Assim, a literatura apresenta indmeras evidéncias que a
prolactina pode interferir na atividade de diferentes proteinas intracelulares envolvidas na
transmissdo de diferentes sinais. Entre estas: Fyn, Ras, Raf, Vav, Grab2, Sos, Shc, MAP cinase,
IRS1, SHP2, PKC, PI3 cinase, G proteinas, PLC, IRS2/3 (David et al, 1994; Erwin et al, 1995;

Too et al, 1989; Berlanga et al, 1997; Yamauchi et al, 1998).

Acodes da prolactina nas ilhotas de Langherans

Durante a prenhez, as ilhotas de Langherans dos mamiferos passam por modificacdes
estruturais e funcionais em resposta a uma demanda maior de insulina. Observa-se um aumento
da massa total das ilhotas como conseqiiéncia da hiperplasia (Weinhaus et al, 1996) e reducdo da
apoptose das células B (Parsons et al, 1995). A curva dose resposta a glicose, durante esse

periodo, é deslocada para a esquerda permitindo a secre¢do de quantidades maiores de insulina



frente a concentracdes fisioldgicas de glicose, evitando-se a hiperglicemia. Estas adaptagdes sao
comandadas por diferentes hormonios, especialmente, pela prolactina e lactogénios placentérios.

Muitas das alteracdes observadas durante a prenhez podem ser reproduzidas in vifro, em
especial, se forem usadas ilhotas de Langerhans de neonatos, como modelo bioldgico. Estd bem
estabelecido que o tratamento prolongado de ilhotas de ratos neonatos in vitro com prolactina
aumenta a sintese de insulina (Brelje et al, 1993); expressdo do transportador de glicose GLUT2
(Mazancourt et al, 1994); atividade da glicocinase IV; metabolismo da glicose (Burch et al,
1981), formacdo de ATP e aumento da atividade i0nica, representada aqui por maior habilidade
da glicose em reter K* e Ca** pelas células secretoras de insulina (Crepaldi et al, 1997); aumento
da interacdo das células P nas ilhotas através aumento da expressdo da conexina 43 e da B-
catenina (Michaels et al, 1987; Collares-Buzato et al, 2001) e, finalmente, secre¢do de insulina
(Sorenson et al, 1993; Crepaldi et al, 1997). Analise multigénica de ilhotas cultivadas com
prolactina demonstrou aumento da expressdao de diversos genes importantes para a secre¢ao de
insulina e proliferacdo das células B como STATS3, ciclinas e AKT2, bem como reducdo da
expressdo de genes ligados a apoptose (Bordin et al, 2004). Além disso, o bloqueio do receptor
da prolactina durante a prenhez, reverteu muita destas alteragdes, incluindo a ativag@o das vias
PI3 cinase e MAP cinase e a secre¢ao de insulina (Amaral et al, 2004).

Quanto ao mecanismo de a¢do da prolactina nas células secretoras de insulina sabe-se que
ela age através da ativacdo da via JAK/STATS (Yamauchi et al, 1998). Como j4 assinalado
anteriormente, foi demonstrado, em vdrias linhagens de células, que a prolactina é capaz de,
através da JAK-2, estimular a fosforilacdo dos IRSs-1, -2 e-3 e induzir a associacdo dessas
proteinas fosforiladas com a PI3-cinase sugerindo possivel participacdo dessa via de sinalizacdao

da prolactina. Experimentos conduzidos em nosso laboratério, observamos que a prolactina pode



estimular as vias de sinaliza¢do IRSs/PI3-cinase e SHc/GRAB2/MAP-cinase em ilhotas isoladas
de ratos neonatos. Estas observacdes confirmam a existéncia de um “cross talk” entre os sinais da
prolactina e da insulina favorecendo a manuten¢do de uma massa e da funcionalidade das ilhotas
(células B) em diferentes situagdes fisiologicas (Amaral et al, 2003). Recentemente, foi sugerida
uma via indireta pelo qual prolactina levaria ao aumento da massa de células . O mecanismo
proposto seria: prolactina estimula a produg¢do de VEGF pelas células B, ativando células
endoteliais das ilhotas a produzir HGF que induz a proliferagdo das células § durante a prenhez

(Johansson et al, 2006).

Movimenta¢ao dos Granulos de Insulina

A secrecdo sustentada de insulina é dependente da mobiliza¢do dos grinulos estocados no
citoplasma das células . Para tal sdo necessdrios, entre outros fatores, a integridade dos
microtibulos (Boyd et al, 1982) e a cinesina (Varadi et al, 2002). A cinesina ¢ um membro da
familia das proteinas motoras que utilizam energia da quebra do ATP para mover vesiculas ao
longo de microtibulos (Brady et al, 1985). A cinesina € um heterotetrimero de alto peso
molecular (400 kDa) formada por duas cadeias pesadas (KHC) e duas leves (KLC) (Yang et al,
1990). Como ja mencionado, cinesina exerce funcdo importante na secrecao de insulina, pois
mutagdo da KHC ou tratamento com antisense para cinesina, em células  induziram reducgio
significativa na segunda fase da secrecdo de insulina. Sua atividade é controlada por duas
enzimas, a casefna cinase 2 (CK2) que fosforila a KHC inibindo sua atividade e, pela proteina
fosfatase 2B B (PP2Bf), também conhecida por calcineurina, que desfosforila a KHC
promovendo sua ativagdo (Donelan et al, 2002). Além disso, PP2Bf tem sua atividade controlada

por Ca’*/calmodulina (Rusnak e Mertz, 2000) e sua inibi¢do por ciclosporina A provoca



diminui¢do na secre¢do de insulina estimulada por glicose (Herold et al, 1993). Desta forma,
acredita-se que durante a secre¢do de insulina, a elevacdo nas concentracdes citoplasmdticas de
Ca® induz a ativagdo da PP2BJ que desfosforila a cinesina levando a mobilizacdo dos granulos
estocados no citoplasma para a periferia da membrana plasmatica promovendo, assim, a segunda
fase da secrecdo.

A cinase dependente de Ca**/calmodulina 2 (CaMK2) é considerada uma das principais
efetoras das acbes mediadas por Ca™ nas células P, pois: 1) sua ativagdio ocorre em
concentracdes de Ca”* semelhantes s observadas durante a secrecdo de insulina (Colca et al,
1983), 2) € ativada por altas concentragdes de glicose e carbacol (Wenham et al, 1994 e Babb et
al, 1996), 3) se auto-fosforila em presenca de altas concentracdes de Ca’>* aumentando e
mantendo sua atividade por periodo de tempo semelhante a segunda fase de secrecdo da insulina
(Miller e Kennedy, 1986) e, 4) a inibi¢do de sua atividade por farmacos KN-93 ou peptideos AIP
causa redugdo significativa na secre¢do de insulina (Bhatt et al, 2000). Além disso, ela é
responsdvel pela fosforilagdo de diversas proteinas ligadas a movimentacdo e extrusdo dos
granulos de insulina (Greengard et al, 1993; Krueger et al, 1997).

A proteina associada a microtibulos 2 (MAP-2) € um membro da grande familia de
proteinas associadas a microtibulos como a MAP-1 e Tau que possuem um dominio comum, o
MTBD, responsdvel pela ligacdo destas proteinas aos microtibulos. Tem por fun¢do regular a
dindmica dos microtibulos, através do controle da polimerizacdo reversivel da tubulina (unidade
formadora dos microtibulos) e conferir estabilidade ao mesmo (Sloboda et al, 1976). Além disso,
MAP-2 auxilia na ligacdo de varios componentes aos microtibulos como, por exemplo, vesiculas
secretdrias derivadas de pancreas (Suprenant e Dentler, 1982). Ensaios in vitro, demonstraram

que MAP-2 € fosforilada por diversas enzimas como a PKC (Ainsztein e Purich, 1994), PKA



(Theurkauf e Vallee, 1982), CaMK2 (Yamamoto et al, 1985) e pelo receptor de insulina
(Kadowaki et al, 1985) porém, a importancia deste processo sobre sua fun¢do nio estd bem
estabelecida. Krueger (1997) demonstrou a expressao da MAP-2 em ilhotas pancreaticas de rato e
células BTC3 e, neste mesmo estudo, foi visto que células BTC3, incubadas com forskolin ou
altas concentragdes de Ca™, apresentaram aumento na fosforilacdo da MAP-2. Assim, acredita-se

que em células B, MAP-2 ¢ fosforilada pela PKA e CaMK2 sendo um importante efetor das acdes

do célcio durante a secre¢ao de insula.

Maquinaria de Exocitose

Entre as intimeras ag¢des da prolactina nas células [ pancredticas, certamente, a extrusao
aumentada dos granulos de insulina é uma das mais importantes para fazer frente a maior
demanda de insulina durante a prenhez. O controle da fusdo de membranas € essencial para o
perfeito funcionamento das células. Este controle apresenta intimeras caracteristicas conservadas
entre as células eucaridticas dentre as quais; a necessidade de energia e, a participagdo de vérias
proteinas. Entre estas se destacam as proteinas de fusdo sensiveis a N-etilmaleimida (NSF), as
proteinas soliveis ligantes a NSF (SNAP), os receptores de SNAP (SNARE) e, as GTPases da
familia Rab (Otto et al, 1997; Hay & Scheller, 1997; Ungermann et al, 1998).

A familia SNARE € conhecida pela preseng¢a de um dominio comum de aproximadamente
60 residuos de aminodcidos (Sutton et al, 1998). Ela ainda pode ser dividida em duas subfamilias
as v-SNARE, composta por proteinas localizadas nas membranas das vesiculas de secrecdo,
como Sinaptobrevina (VAMP) e, as t-SNARE situadas na membrana plasmatica alvo, sendo as
principais, a Sintaxina € a SNAP-25 (proteina sinaptossomal associada de 25 kDa). Foi

demonstrado que as proteinas SNARE podem se agrupar formando um complexo heterotrimérico



estdvel composto por 4 hélices paralelas ligando as vesiculas a membrana plasmadtica (Sollner et
al, 1993; Fasshauer et al, 1997; Sutton et al, 1998). Desta forma, acredita-se que o complexo
SNARE teria a funcdo de aproximar as membranas gerando a reorganizacdo dos fosfolipidios e
conseqiiente fusdo (Rothman, 1994). Foi confirmada a presenga de algumas proteinas SNARE,
como a sintaxina 1 e a SNAP-25 em ilhotas (Nagamatsu et al, 1999) e em linhagens de células
(BHC-9) secretoras de insulina (Daniel et al., 1999). Constatou-se que tais proteinas exercem
funcdo importante na secrecdo de insulina (Martin et al, 1995; Sadoul et al, 1995).

As proteinas SM constituem outra familia importante que participa do processo de
extrusdao dos granulos. A Munc-18 (também chamada de Sec-1) é o membro desta familia melhor
estudado, e amplamente encontrado em muitas espécies. Esta tem a propriedade de se associar a
forma fechada da sintaxina (Dulubova et al, 1999) impedindo sua ligagdo com outras proteinas e,
assim, evitar a formacdo do complexo SNARE e conseqiientemente a exocitose (Pevsner et al,
1994). Em células cromafins, a fosforilagio do complexo sintaxina-Muncl8a pela cinase
dependente de ciclina 5 (Cdk5) causa a dissociagdo do mesmo, permitindo a ligacdo da sintaxina
com outras proteinas SNARE, melhorando a resposta secretéria (Fletcher et al, 1999). A Munc-
18 foi identificada em ilhotas pancredticas e células produtoras de insulina (Katagiri et al, 1995 e
Jacobsson et al, 1994) e, a exemplo de células nervosas, regula a formagao do complexo SNARE,
através de sua ligacdo com a sintaxina (Zhang et al, 2000).

Em diversas células neuroenddcrinas, o estimulo final para a secre¢do de seu contetido
vesicular é o influxo de Ca**. Evidéncias, obtidas in vitro, em células neuronais tem indicado a
participacdo do Ca®* como estimulo para a formacdo do complexo SNARE (Neher et al, 1998).
Contudo, como ndo existem receptores para O Ca® nas proteinas que compde o complexo

. (. 2 x
SNARE, seria necesséria a presenga de um sensor de Ca™ para o processamento da reagdo.



Possiveis sensores de Ca’" tem sido estudados e, entre eles, destaca-se a sinaptotagmina, uma
proteina integral de membrana, amplamente distribuida por vdrios tecidos, incluindo as ilhotas
pancredticas (Gao et al, 2000). Demonstrou-se, em linhagens de células INS-1E e HIT-T15, que a
ligagdo do Ca®* com o dominio C, da sinaptotagmina é essencial para a exocitose da insulina
(Lang et al, 1997). Sinaptotagmina pode se ligar a sintaxina em presenca de alta concentragdo
Ca® livre (Li et al, 1995). Desta forma, tem sido proposto que a ligacio do Ca** com a
sinaptotagmina provocaria sua interacdo com a sintaxina induzindo e/ou acelerando a formacao
do complexo SNARE levando, finalmente, a fusio de membrana e conseqiiente extrusdo das
vesiculas. Por outro lado, tem sido proposto que o préprio canal de Ca®* poderia exercer a funcdo
de sensor para este cdtion. Tanto o canal Ca,1.2 (tipo Lc) quanto o Ca,2.3 (tipo N) podem se ligar
a sintaxina 1A, SNAP-25 e sinaptotagmina (Tobi et al, 1998; Wiser et al,1999). Assim, a ligacao
do cdlcio ao canal induziria alteragdes conformacionais no complexo SNARE-Ca,l.2,
promovendo a liberacdo dos granulos pré-docados (Wiser et al, 2002).

Pesquisas recentes indicam que proteinas SNARE sdo alvo de fosforilacdo por parte de
diversas cinases. Em células nervosas, a sintaxina 1A se associa a CaMK2 em altas
concentragdes de Ca”* facilitando sua interagdo com a SNAP-25 e a sinaptotagmina 1 (Ohyama
et al, 2002). Além disso, sintaxina 1A é fosforilada por diversas enzimas como, CaMK?2 (Hirling
e Scheller, 1996), CK2 (caseina cinase 2) (Risinger e Bennett, 1999) e, proteina de morte
associada cinase (DAPK) (Tian et al, 2003). Uma vez fosforilada, a sintaxina reduz sua
capacidade de ligacdo com a Munc-18, e desta forma permite a formacao do complexo SNARE.
Em ilhotas de ratos, foi demonstrou-se que SNAP-25 ¢ fosforilada pela PKC em resposta a PMA,
altas concentragdes de glicose e carbacol, porém acredita-se que este aumento na fosforilagdo ndo

estd relacionado ao aumento na secrecdo de insulina (Gonelle-Gispert et al, 2002).
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo analisar o efeito cronico e agudo da prolactina sobre
a expressdo e fung@o de elementos envolvidos na movimentacdo e extrusdo dos granulos de

insulina em ilhotas pancredticas de ratos neonatos.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a expressdo génica e protéica da cinesina, MAP-2, CaMK2 e munc-18 em ilhotas

de ratos neonatos submetidas a cultura por 5 dias com prolactina.

- Analisar a fosforilacdo e associacdo das proteinas sintaxina 1A, SNAP-25, MAP-2,
cinesina e munc-18 em ilhotas de ratos neonatos estimuladas com prolactina.

- Analisar a formag¢do do complexo SNARE em ilhotas de neonatos, incubadas agudamente
com prolactina, e diversos estimuladores da secrecdo de insulina.

- Analisar as vias de transducdo de sinais da prolactina responsdveis por alteragdes na

fosforilacdo da sintaxina e formacdo do complexo SNARE.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais
Foram utilizados ratos Wistar neonatos de ambos os sexos, com até 48 h de vida,
provenientes do biotério central da UNICAMP. Os animais recém nascidos foram sacrificados

imediatamente para retirada do pancreas.

3.2 - Cultura de ilhotas pancreaticas de neonatos

Todo o material utilizado para cultura de ilhotas foi submetido a condi¢des especiais de
esterilizagcdo. Para cada experimento foram utilizados aproximadamente 40-60 neonatos. Apds
decapitacdo e assepsia da regido abdominal, os animais foram colocados em placas de Petri de
vidro e transferidos ao fluxo laminar (VECO, HLFS-12) para a retirada dos pancreas. Durante a
cirurgia todos os pancreas foram mantidos em solucdo de Hanks. A seguir, foram reduzidos a
fragmentos pequenos, com auxilio de tesouras, e lavados com solu¢do de Hanks. Os fragmentos
foram transferidos para um tubo de ensaio de 15 ml. Para facilitar a separacdo das ilhotas das
células acinares, foi realizado um tratamento com colagenase. Apds a adi¢do de 0,2 mg da
colagenase/pancreas, o tubo de ensaio foi agitado durante 5 min, em banho-maria a 37°C. Em
seguida, o material foi lavado 3 vezes com solucdo de Hanks, para eliminac¢do da colagenase bem
como possiveis contaminac¢des adquiridas durante o procedimento cirirgico. Cada lavagem foi
seguida de centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Uma quarta lavagem foi realizada com
meio de cultura. O tecido pancredtico, parcialmente digerido, foi transferido para placas de
cultura (Falcon 3003 — 100 x 120 mm), contendo 10 ml de meio RPMI 1640, suplementado com

10% de soro fetal bovino, 0,5% de uma mistura dos antibidticos penicilina (100 IU/ml),
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streptomicina (100 pg/ml) e 10 mM de glicose. As placas foram mantidas em incubadora (CO-
24, New Brunswick Scientific Co., Inc., New Jersey, USA) a 37°C, em atmosfera umidificada a
3% de CO; por 5 dias. Quando necessdrio, adicionou-se ao meio 100 ng/ml de prolactina. Apds
cultura, as ilhotas pancredticas foram ressuspensas por aspiragdes com auxilio de uma pipeta

Pasteur e distribuidas em eppendorfs.

3.3 - Secrecao estatica de insulina

Grupos de 10 ilhotas isoladas de neonatos foram pré-incubados em solu¢do de Krebs-
bicarbonato por 45 min a 37 °C e pH 7.4. A seguir, o meio de pré-incubacio foi descartado e as
ilhotas incubadas por periodo suplementar de 20 min também em Krebs-bicarbonato o qual

continha, quando necessério, 2.8, 8.3 ou 22 mM de glicose, 40 mM de K*, 200 uM de carbachol,
1 uM de PMA, 100 nM de wortmannin e 50 nM de PD098059. Apéds incubagdo, uma aliquota do
sobrenadante foi mantida a -20 °C para dosagem de insulina.

A insulina contida nos meios de incubagdo (secrecdo estdtica) foi avaliada por

radioimunoensaio e a curva padrio confeccionada com insulina de rato.

3.4 - Extracao do mRNA

RNA total foi extraido de cerca de 300-500 ilhotas por meio de adi¢do de 1 ml de
reagente Trizol (GIBCO BRL - Life Technologies). As ilhotas foram homogeneizadas em vortex
e incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida, 200 ul de cloroférmio foram
adicionados e as amostras vigorosamente homogeneizadas por 15 sec. Apds incubagdo de 3 min,

a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min a 4°C. O volume

correspondente a fase aquosa foi transferido para outro tubo e o0 RNA precipitado pela adi¢do de
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500 uL de élcool isopropilico, seguido de incubag@o por 10 min, a temperatura ambiente. Nova
centrifugacdo a 12.000 g por 15 min a 4°C foi realizada, o pellet obtido foi lavado em seguida
com 1ml de etanol 75%, centrifugado a 7500 g por 10 min a 4°C e, posteriormente, lavado com 1
ml de etanol 100%. O etanol foi descartado e o pellet parcialmente seco em estufa a 37°C. As
amostras foram ressuspensas em 30 ul de dgua previamente tratada com DEPC.

A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose desnaturante para visualizacdo das
unidades ribossomais 28S e 18S apds coloracdo com brometo de etideo, e a quantificacdo do
mesmo foi feita por leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em aparelho Genequant (Pharmacia

Biotech).

3.5 - Obtencio de cDNA a partir de RNA total

A reagdo da transcriptase reversa foi realizada a 42°C durante 50 min, em 20 pl de uma
mistura contendo 2 ug de RNA total, 10 mM de dNTP mix, 40 U/ul de inibidor de RNAse, 0,1 M
de DTT, 5X first-strand buffer, 0,5 pg/ml de oligo dT e 200 U da enzima Super Script II RNase

H" Reverse Transcriptase (GIBCO BRL - Life Technologies).

3.6 - PCR

O cDNA resultante foi amplificado com os primers listados na tabela 1.
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Tabela 1. Seqiiéncia dos primers utilizados na PCR.

Gene Seqiiéncia (5°- 3") Temperatura de Produto
anelamento (pb)

Cinesina 1 AGATCTTGCAGCAGCTCGTGAG 59°C 504
TTCTCACTGCCGTCCCTGATC

MAP-2 CCATCTCTTCAGCACGACGGAC 58°C 298
CTTCAGGTCTGGCAGAGGTTGG

Munc-18 CCCATGAGAGCCATTGTCCC 59°C 410
CAATGTCCATAGCGGGCACTC

CaMK2d ACGAAAGCAAGAGATCATCA 59°C 331
CCACACTCGAGTCTCTTCTG

RPS-29 AGGCAAGATGGGTCACCAGC 57°C 202

AGTCGAATCATCCATTCAGGTCG

A PCR foi realizada em 25 ul de uma mistura contendo tampao da Taq polimerase, 50
mM de MgCl, , 10 mM de cada deoxinucleosideo trifosfato, 2,5 U/ul de Taqg DNA polimerase,
10 pmol de primer direto, 10 pmol de primer reverso, e cDNA. A PCR foi realizada em
termociclador (modelo 9700, Applied Biosystems) iniciando com 94°C por 3 min para
desnaturacdo, seguido de nimero varidvel de ciclos de 94°C por 30 s, 30 s de anelamento em
temperatura especifica e elongacao por 45 s a 72°C. O ndmero de ciclos usados foi 28 para RPS-
29, 32 para munc-18, 35 para cinesina, 27 para MAP-2 e 28 para CaMK?2, determinados apds
confeccdo de curva de 18 a 40 ciclos, sendo utilizado o ponto correspondente a EC50 da curva.
Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1 % e a intensidade das

bandas obtidas foi determinada por densitometria em programa Scion Image (Scion Corporation).

3.7 - Identificacao e quantificacido protéica por immunobloting.

Ilhotas pancredticas foram homogeneizadas por sonicacdo com 6 pulsos de 5 sec com 5
sec de intervalo entre os pulsos (VirSoni 60). Os extratos foram centrifugados a 12.000 g a 4 °C
por 15 min para remocao do material insoltiivel. As amostras foram tratadas com tampao Laemmli

contendo DDT 10 mM, aquecidas em dgua fervente por 5 min. Aliquotas com concentracdes
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protéicas semelhantes foram aplicadas no SDS-PAGE (10% Tris acrilamida) em aparelho minigel
(Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos moleculares conhecidos. Apds corrida, as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose. Esta foi incubada por 2 h em
solu¢do bloqueadora para diminuir a ligacdo inespecifica das proteinas. A seguir as membranas
foram incubadas com anticorpo policlonal anti-cinesina (Chemicon), anti-munc-18 (Sigma), anti-
MAP-2 (Santa Cruz) e anti-CaMK?2 (Zymed Laboratories) na diluicdao 2 pug/ml, por 4 hs. Apds, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com HRP (Zymed) por 2 hs.
Apo6s lavagem, as membranas foram incubadas em solucdo reveladora Super Signal (Pierce) e
colocadas junto a filmes radiograficos (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas
foi avaliada por densitometria em programa Scion Image (Scion Corporation). Em paralelo,
quantidade igual de proteina total foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) e
corado com Coomassie-blue. Apods, foi feita densitometria das bandas correspondentes a 40, 60,
80 e 120 kDa. A média dos valores obtidos foi utilizada para normalizar os resultados do

immunobloting. Apenas as bandas correspondentes a 80 kDa sdo mostradas nas figuras.

3.8 — Ensaio de associacao e fosforila¢ao

Aliquotas contendo 300 ug de proteina foram incubadas por 12 h a 4°C com anticorpos
anti-SNAP-25 (Sigma), anti-sintaxina 1A (Santa Cruz), anti-cinesina, anti-MAP-2 e anti-munc-
18, seguido de encubacdo com proteina A-Sepharose 6 MB por 2 h a 4°C. Apds, as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O “pellet” contendo as proteinas
imunoprecipitadas foi tratado com tampao Laemmli por 5 min a 100°C, submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida (10%) e transferidas para membrana de nitrocelulose. As membranas

entdo, foram incubadas em solu¢do bloqueadora por 8 h a 4°C. Nos ensaios de fosforilacao, as
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membranas foram incubadas com anticorpo anti-fosfoserina (Santa Cruz) por 4 h a 22°C. Nos
ensaios de associacdo, as membranas foram incubadas com anticorpos anti-MAP-2, anti-munc-
18, anti-VAMP-2 (Calbiochem) e anti-SNAP-25 por 4 h a 22°C. Para ambos ensaios, as
membranas foram entdo incubadas com anticorpo secunddrio conjugado com HRP por 2 h a
22°C. Apés lavagem, as membranas foram incubadas em solucdo reveladora Super Signal
(Pierce) e colocadas junto a filmes (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas foi

avaliada por densitometria em programa Scion Image (Scion Corporation).

3.9 - Analise Estatistica
Para os ensaios de RT-PCR e immunobloting foi utilizado o teste Mann-Whitney. Para os
demais ensaios foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. As andlises foram feitas utilizando-se o

programa BioEstat (versdo 2.0). Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de p <

0.05.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Efeito cronico da prolactina sobre a expressio génica e protéica da MAP-2, munc-18,
CaMK?2 e cinesina.

A expressdo dos genes MAP-2 e cinesina em ilhotas de ratos neonatos cultivadas por 5
dias com prolactina foi significativamente maior (50% e 92%, respectivamente) que em ilhotas
controle (fig. 1). Nao foram detectadas diferengcas na expressdo dos genes da CaMK2 ou da

munc-18 nas ilhotas cultivadas com prolactina em relacdo as controles (fig. 1).

Munc-18 CaMK2

RPS-29 = :RPS_29
+
_

20 4 20 4

20 o a0 -

20 20 4

‘I HH|
_| HH|

05 4 g 04 =

EMNim /EP3-29

0.0 a0 0.0 00
CTL PRL CTL PRL CTL PRL CTL PRL

Figura 1. Expressio dos genes cinesina, munc-18, MAP-2 e CaMK2 em ilhotas de ratos
neonatos cultivadas por cinco dias na presenga ou auséncia de 100 ng/ml de prolactina. Os dados
sdo representados pelas médias + EPM de quatro experimentos independentes, normalizados pelo
controle interno RPS-29. *P < 0.05 para o controle vs. tratado com prolactina.
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Semelhantes aos resultados obtidos de expressdo génica, observamos aumento na
expressdo das proteinas MAP-2 (95%) e cinesina (99%) em ilhotas cronicamente tratadas com
prolactina (fig. 2). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada em relagdo a expressdo das

proteinas CaMK?2 e munc-18 (fig. 2).

*
250 J = T 150 150 o
*

@ 200
= 150 T
B 100 100 - e
= 150
=]
s am 4 —T
—= 100 e
& 50 50 -
= 50 4

50

Q =} 0
CTL PRL 3 CTL PRL CTL FRL ETL PEL

Figura 2. Expressdo das proteinas cinesina, munc-18, MAP-2 e CaMK2 em ilhotas de ratos
neonatos cultivadas por cinco dias na presenca (PRL) ou auséncia (CTL) de 100 ng/ml de
prolactina. Quantidades iguais de amostras de proteina total foram corridas em gel de
poliacrilamida 10%, transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpos
anti-cinesina, anti-munc-18, anti-MAP-2 e anti-CaMK?2. Os dados normalizados (ver Material e
Meétodos) sdo médias + EPM de quatro experimentos independentes (somente a banda de 80 kDa
dos géis corados com Coomassie-blue é mostrada). *P < 0.05 para o controle vs. tratado com
prolactina.

4.2 — Efeito agudo da prolactina sobre a fosforilacao das proteinas SNAP-25, sintaxina 1A,
MAP-2, cinesina e munc-18.
Passamos entdo a analisar o efeito agudo da prolactina sobre a fosforilagdo de proteinas

importantes na movimentacao e extrusdo dos granulos de insulina em ilhotas de ratos neonatos.
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Incubacio das ilhotas por 20 min com prolactina dobrou os niveis de fosforilagdo em residuos
serina das proteinas SNAP-25, sintaxina e munc-18 (fig. 3). Observamos ainda, aumento de 50%
e diminui¢cdo de 30% na fosforilagdo em residuos serina das proteinas MAP-2 e cinesina,

respectivamente, em ilhotas tratadas agudamente com prolactina comparadas as controles (fig.3).
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Figura 3. Efeito da incuba¢do aguda (20 min) com (PRL) ou sem (CTL) 100 ng/ml de prolactina
na fosforilagdo de proteinas envolvias na exocitose em ilhotas de ratos neonatos. Amostras de
proteina total foram solubilizadas e immunoprecipitadas (IP) com anticorpos especificos, como
indicado. Os imunoprecipitados foram corridos em gel de poliacrilamida 10%, transferido para
membranas de nitrocelulose e incubadas (IB) com anticorpos anti-serina fosforilada (p-Ser). Os
dados sdo médias + EPM de trés experimentos independentes. *P < 0.05 para o controle vs.
tratado com prolactina.
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4.3 — Efeito agudo da prolactina sobre a associacao das proteinas SNARE, MAP-2, cinesina
e munc-18.

Devido a presenca do dominio SNARE esta familia de proteinas tem a capacidade de se
ligar formando dimeros muito estdveis (Sutton, et al. 1998). Desta forma, passamos a investigar
se o tratamento agudo com prolactina alteraria a associagdo entre proteinas SNARE. Ilhotas
incubadas por 20 min com prolactina apresentaram aumento significativo na associa¢do entre as
proteinas sintaxina e SNAP-25 (83%), bem como sintaxina e VAMP-2 (96%) (fig. 4). Além
disso, observamos reducdo de 88% na ligacdo da sintaxina com munc-18 e aumento na

associacdo entre as proteinas MAP-2 e cinesina (fig. 4).

El IP:cinesina; IB:MAP-2 IE' IP:sintaxina; IB:munc-18
200 150 4
*
-
@ 150 4 .I.
E 100 4
2wl I
“ e S *
=
=
o 50
=3 50 4
9 L]

CTL FFL CTL PEL
El IP:sintaxina; IB:SNAP-25 E IP:sintaxina; IB:VAMP-2
[m— | 15: sNAP-25 | |1B: vamp2

250 4 250 J

B *
= 200 4 200 4
= T 200
=]
E 150 - 150~
L*)
.g 100 4 T 100 4 -
]
° 50 50
e CTL FEL e CTL PEL

Figura 4. Efeito da incuba¢do aguda (20 min) com (PRL) ou sem (CTL) 100 ng/ml de prolactina
sobre a associagdo de proteinas envolvias na exocitose em ilhotas de ratos neonatos. Amostras de
proteina total foram solubilizadas e immunoprecipitadas (IP) com anticorpos especificos, como
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indicado. Os imunoprecipitados foram corridos em gel de poliacrilamida 10%, transferidos para
membranas de nitrocelulose e incubados (IB) com anticorpos anti-MAP-2, anti-SNAP-25, anti-
munc-18 e anti-VAMP-2. Os dados sao médias + EPM de trés experimentos independentes. *P <
0.05 para o controle vs. tratado com prolactina.

4.4 — Efeito agudo da prolactina, despolarizacio da membrana plasmatica, glicose e

estimulacio da PKC sobre a formac¢ao do complexo SNARE.

O complexo SNARE ¢ formado pela sintaxina, SNAP-25 e VAMP-2 e possui
aproximadamente 100 kDa. Este ainda é altamente estdvel, resistindo a desnaturag@o por diversos
agentes, incluindo SDS. Contudo, o aquecimento do complexo a temperaturas superiores a 95°C
€ capaz de dissocia-lo (Hayashi et al, 1994). Assim, passamos a estudar a formacdo do complexo
SNARE por “western blot” em amostras de proteina total ndo aquecidas de ilhotas de neonatos
incubadas por 20 min com diversas substincias conhecidamente estimuladoras das células .

Inicialmente, estudamos o efeito da prolactina sobre a formagao do complexo SNARE em
ilhotas de ratos neonatos estimuladas por até 40 min. A figura 5 mostra que nao houve alteracao
na formacao do complexo SNARE apds 2, 5 e 10 min de exposicao a prolactina. Porém, ap6s 20
e 40 min de incubag@o observou-se aumento de 2.1 e 2.7 vezes, respectivamente, comparado a
ilhotas controle (tempo 0). Desta forma, padronizamos o tempo 20 min para os experimentos em

que analisamos a formac¢do do complexo SNARE estimulada por prolactina.
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Figura 5. Curva tempo-resposta da formacdo do complexo SNARE em ilhotas de neonatos
incubadas com 100 ng/ml de prolactina. Amostras de proteinas total ndo aquecidas foram
corridas em gel de poliacrilamida 10%, transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas
com anticorpo anti-sintaxina. Somente a banda de 100 kDa correspondente ao complexo SNARE
¢ mostrada. Os dados normalizados (ver Material ¢ Métodos) sdo médias + EPM de trés

experimentos independentes (somente a banda de 80 kDa dos géis corados com Coomassie-blue é
mostrada). *P < (0.05.

Alta concentragdo de glicose (22 mM) aumentou a formagdo do complexo SNARE em 2.5
vezes comparado as ilhotas controle. A incubacdo concomitante das ilhotas com alta
concentracdo de glicose e prolactina provocou aumento superior (+ 40%) em relacdo ao
observado quando apenas incubadas com 22 mM de glicose (fig. 6A). O aumento na formacao do
complexo SNARE induzido por 22 mM de glicose e a associa¢do de glicose e prolactina foi
acompanhado por elevacdo semelhante na secrecao de insulina (fig. 6D).

A despolariza¢io da membrana plasmatica por 40 mM de K" aumentou a formacgio do
complexo SNARE em 2.4 vezes comparado a ilhotas controle (5 mM de K*). Este aumento foi
potencializado em 35% pela prolactina (fig. 6B). Ilhotas de ratos neonatos estimuladas com 40
mM de K" apresentaram maior secrecdo de insulina que as controle. Ainda, incubacio com

apenas prolactina ndo alterou a secre¢ao de insulina, porém, quando adicionada ao meio contendo
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40 mM de K" observou-se efeito aditivo sobre a secre¢do de insulina (fig. 6E). Estes resultados
indicam que prolactina age de forma sinérgica a despolarizacio da membrana plasmatica,
estimulando a formagd@o do complexo SNARE.

Incubacdo das ilhotas por 20 min na presenca de 200 uM de carbacol (agonista
muscarinico) ou 1 puM de PMA (ativador especifico da PKC) elevou a quantidade do complexo
SNARE em 2 e 2.2 vezes, respectivamente, comparado as ilhotas controle (fig. 6C). Este
aumento foi acompanhado por acréscimo na secrecdo de insulina (1.7 e 2.1 vezes,
respectivamente) (fig. 6F), indicando que a estimulagio parassimpdtica sobre as células B induz a

formacdo do complexo SNARE via ativagdo da PKC.
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Figura 6. Efeito de diversos estimuladores das células B sobre a formacdo o complexo SNARE e
secrecdo de insulina. Foram separados grupos de 500 ilhotas para os experimentos de formagao
do complexo SNARE (letras A, B e C) e 5 ilhotas para os experimentos de secre¢do de insulina
(letras D, E e F). Ap6s pré-incubacao em tampao Krebs com 5.6 mM de glicose, as ilhotas foram
incubadas por 20 min em meio contendo 2.8 (2.8) e 22 (22) mM de glicose, 100 ng/ml de

26



prolactina (PRL), 40 mM de potdssio (K*), 200 uM de carbacol (CCH) e 1 uM de PMA (PMA)
como indicado. Para os experimentos de formacdo do complexo SNARE, amostras de proteinas
total ndo aquecidas foram corridas em gel de poliacrilamida 10%, transferidas para membranas
de nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-sintaxina. Somente a banda de 100 kDa
correspondente ao complexo SNARE ¢ mostrada. Os dados normalizados (ver Material e
Métodos) sdo médias + EPM de trés experimentos independentes (somente a banda de 80 kDa

dos géis corados com Coomassie-blue é mostrada). Letras diferentes sobre as barras significam P
<0.05.

Finalmente, para elucidar o mecanismo pelo qual a prolactina estimula a formacgdo do
complexo SNARE, ilhotas de ratos neonatos foram incubadas por 20 min na presenca ou
auséncia de prolactina, wortmanina (inibidor da via PI3 cinase) e PD098059 (inibidor da via
MAP cinase). Incubacdo com wortmanina ou PD098059 nido alterou a formagdo do complexo
SNARE bem como a secre¢c@o de insulina ou fosforilagdo da sintaxina (fig. 7 A, B e C). Ainda,
wortmanina falhou em modificar a formag@o do complexo ou fosforilagdo da sintaxina induzida
por prolactina. Por outro lado, a inibi¢do da via MAP cinase reverteu o efeito da prolactina sobre
estes parametros (fig. 7 A e C). Estes dados claramente mostram que a prolactina estimula a

formacgdo do complexo SNARE e a fosforilagdo da sintaxina via MAP cinase.
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Figura 7. Efeito da inibi¢do das vias PI3
cinase € MAP cinase sobre a formacdo do
complexo SNARE (A), secrecdo de insulina
(B) e fosforilagdo da sintaxina (C). Ilhotas
de ratos neonatos foram incubadas por 20
min na presenca ou auséncia de 100 ng/ml
de prolactina, 100 nM de wortmanina e 50
nM de PD098059 como indicado. Para os
experimentos de formacdo do complexo
SNARE, amostras de proteinas total nao
aquecidas foram corridas em gel de
poliacrilamida  10%, transferidas para
membranas de nitrocelulose e incubadas
com anticorpo anti-sintaxina. Somente a
banda de 100 kDa correspondente ao
complexo SNARE € mostrada. Os dados
normalizados (ver Material e Métodos) sdo
médias + EPM de trés experimentos
independentes (somente a banda de 80 kDa
dos géis corados com Coomassie-blue €

mostrada). Para os experimentos de
fosforilagdo da sintaxina, amostras de
proteina total foram solubilizadas e

immunoprecipitadas (IP) com anticorpos
especificos. Os imunoprecipitados foram
corridos em gel de poliacrilamida 10%,
transferidos para membranas de
nitrocelulose e incubados com anticorpos
anti-serina fosforilada (p-Ser). Os dados sdo
médias + EPM de trés experimentos
independentes. *P < 0.05.
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5 - DISCUSSAO

Neste trabalho foi mostrado que a exposi¢do cronica a prolactina aumenta a expressao das
proteinas cinesina e MAP-2 em ilhotas isoladas de ratos. Estas proteinas sdo responsaveis pela
translocacao dos granulos de insulina, processo essencial para a secrecdo de insulina (Suprenant e
Dentler 1982; Varadi et al, 2002). Além disso, trabalhos anteriores mostraram que prolactina
aumenta a expressdo de diversos componentes importantes para a secre¢do de insulina como a
glicocinase, GLUT2 (Crepaldi et al, 1997) e proteinas SNARE (Cunha et al, 2006). Estes
resultados mostram que prolactina é também capaz de modular positivamente a mobilizacdo das
vesiculas de insulina em ilhotas de ratos neonatos.

O processo de ancoragem (docking) e subseqiiente fusdo das vesiculas de insulina com a
membrana plasmatica sdo um evento complexo envolvendo multiplas proteinas como algumas da
familia SNARE, proteinas reguladoras como munc-18 (Jacobsson et al, 1994), sinaptotagminas
(Zhang et al, 2000) e/ou o préprio canal de célcio (Yang et al, 1999). Muitas destas proteinas tem
sua funcao regulada por mecanismos de fosforilagdo ou associagao.

A sintaxina e a SNAP-25 sdo substratos para diversas proteinas cinases em células
secretorias. Em células PC12, SNAP-25 ¢ fosforilada pela PKA, PKC (Hepp et al, 2002) e
CaMK?2 (Risinger e Bennett 1999). Neste mesmo modelo, sintaxina 1A é substrato para CK2
(Hepp et al, 2002). Contudo, a importancia da fosforilagdo destas proteinas para a formacdo do
complexo SNARE e exocitose ainda ndo estd bem compreendida. Gonelle-Gispert e
colaboradores (2002) observaram aumento na fosforilacdo em residuos ser'’® da SNAP-25 em
resposta a PMA, alta concentracdo de glicose e carbacol em ilhotas pancredticas, porém, este

aumento ndo alterou a secrecdo de insulina. A fosforilacio da SNAP-25 pela PKC reduziu sua
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associagdo com a sintaxina em células PC12 (Shimazaki et al, 1996), no entanto, induziu a
formacdo do complexo SNARE em células de hipocampo (Xu et al, 2004) e recrutamento de
vesiculas em células cromafins (Nagy et al, 2002). Finalmente, a fosforilagdo da sintaxina pela
CK2 aumentou sua liga¢do com a sinaptotagmina 1, levando a regulacio positiva na exocitose de
neurotransmissores por células PC12 (Hepp et al, 2002). Apesar da controvérsia encontrada na
literatura, nossos resultados indicam que o aumento na fosforilagdo da sintaxina e SNAP-25,
provocado pela prolactina, favoreceu a associa¢do destas proteinas, bem como a associacdo com
a VAMP-2 e conseqiiente formacg@o do complexo SNARE.

A exposi¢do aguda a prolactina aumentou a fosforilagdo da munc-18 e reduziu sua ligagcdo
com a sintaxina. Resultados semelhantes foram observados em amostras de neurdnios de ratos,
em que a fosforilagdo do dimero sintaxina/munc-18 pela cinase dependente de ciclina 5 resultou
na dissociacdo do complexo (Fletcher et al, 1999). Como descrito, a estimulagdo de ilhotas
pancredticas com prolactina induziu fosforilacio da sintaxina o que causa inibicdo de sua
interacdo com a munc-18 (Tian et al, 2003). Além disso, a fosforilacdo em residuos serina da
munc-18 inibe sua ligagdo com a sintaxina (Fujita et al, 1996). Mais uma vez, nossos resultados
mostram que prolactina pode auxiliar na exocitose da insulina por reduzir a associacdo da munc-
18 com a sintaxina, facilitando assim, a forma¢dao do complexo SNARE.

Em concentragdes ndo estimulatérias de glicose, as células P possuem niveis de Ca®*
reduzidos no meio intracelular o que mantém a cinesina fosforilada pela CK2 e,
conseqiientemente, inativa. Altas concentracdes de glicose provocam influxo de Ca**, ativando a
proteina fosfatase 2B (PP2B)/calcineurina, levando a desfosforilacio da cinesina e maior
motilidade das vesiculas de insulina (Donelan et al, 2002). A proteina MAP-2 também participa
da mobilizacdo dos granulos de insulina por controlar a polimerizacao dos microtibulos (Sloboda

et al, 1976) e sua atividade é controlada por fosforilagdo, pelo menos in vitro (Raffaelli et al,
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1992). Foram identificadas diversas cinases que utilizam a MAP-2 como substrato, entre elas,
PKA (Theurkauf e Vallee 1982), PKC (Ainsztein e Purich 1994), CaMK2 (Yamamoto et al,
1985) e MAP cinase (Quinlan and Halpain 1996). Krueger e colaboradores (1997) demonstraram
que a fosforilagdo da MAP-2, induzida por Ca®* em células BTC3, causa aumento na secrecio de
insulina. Como mostrado, prolactina induz a fosforilacio da MAP-2 e diminui a fosforilacdo da
cinesina levando ao aumento na associagdo destas proteinas. Podemos entdo concluir que
prolactina regula positivamente a mobilizacdo das vesiculas de insulina por modular a atividade
da MAP-2 e cinesina.

A incubacdo das ilhotas com meio contendo 100 ng/ml de prolactina, 22 mM de glicose,
40 mM de K", 200 uM de carbacol € 1 uM de PMA aumentou significativamente a formagio do
complexo SNARE. Todos os agentes testados aumentaram a secre¢@o de insulina com excecao da
prolactina. Nao existem dados na literatura mostrando efeito agudo da prolactina sobre a
liberagdo da insulina. Apesar de ndo haver alteracdo na secrecdo isoladamente, prolactina
potencializou a secre¢do de insulina estimulada por glicose e potdssio. Resultados similares
foram encontrados por Frodin e colaboradores (1995). Estes pesquisadores observaram que, a
incubacdo de células INS1 com o fator de crescimento neuronal (NGF) ndo alterou a secrecao de
insulina, contudo, quando incubadas com NGF e alta concentracdo de glicose ocorreu aumento
em relacdo a apenas glicose. Assim, acreditamos que apesar de induzir a forma¢do do complexo
SNARE, prolactina agudamente nao altera a secre¢@o de insulina devido a falta de outros eventos
importantes como, por exemplo, o aumento das concentracdes intracelulares de cdlcio.

Finalmente, estudamos o mecanismo pelo qual a prolactina induz a fosforilacdo e a
formacdo do complexo SNARE. Para isso, adicionamos ao meio de incuba¢do wortmanina e

PD098059 para o bloqueio das vias da PI3 cinase e MAP cinase, respectivamente. Nenhuma
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alteracdo foi observada na formacdo o complexo SNARE, secrecdo de insulina ou fosforilacao
basal da sintaxina apds bloqueio de ambas as vias isoladamente. Por outro lado, o bloqueio da via
MAP cinase aboliu o efeito da prolactina em estimular a formagdo do complexo SNARE e
fosforilacdo da sintaxina, enquanto a inibicdo da via PI3 cinase ndo modificou as alteracdes
provocadas pela prolactina sobre esses parametros. Existem poucos trabalhos na literatura
abordando a via da MAP cinase e proteinas SNARE. Recentemente, foi visto que prolactina ativa
a via MAP cinase em ilhotas de ratos neonatos ocorrendo um crosstalk com a via de transdugao
de sinal da insulina (Amaral et al, 2003). Além disso, em células PC12 a ativa¢do da via MAP
cinase resulta em aumento na fosforilacdo da SNAP-25 (Kataoka et al, 2000), bem como ativacio
da MAP-2 (Nagata et al, 1998) e cinesina (Stariha et al, 1997). Estes dados claramente indicam
que a via da MAP cinase estd envolvida no efeito da prolactina sobre a funcdo das proteinas
SNARE, MAP-2 e cinesina.

Concluindo, exposi¢do cronica a prolactina aumentou a expressido da cinesina e MAP-2
em ilhotas de ratos neonatos. Além disso, prolactina, agudamente, alterou o grau de fosforilacdo
das proteinas sintaxina, SNAP-25, munc-18, cinesina e MAP-2 e ainda aumentou a formacgao do
complexo SNARE, potencializando a secre¢do de insulina induzida por glicose. Foi demonstrado
também que o aumento na formacdo do complexo SNARE e a fosforilacdo da sintaxina foram
mediados pela via MAP cinase. Estes resultados indicam que prolactina aguda e/ou cronicamente

regula a expressdo e fungdo de proteinas responsdveis pelas etapas finais da secrecio de insulina.
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