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ANOVA – análise de variância 

ATP – trifosfato de adenosina 

AIP - Peptídeo inibitório relacionado com a autocamitida 2 

Ca2+ - cálcio 

DDT – ditiotreitol 

DEPC – dietil pirocarbonato 

DMSO – dimetil sulfoxido 

EDTA – ácido etilendiaminotetracético 

EPM – erro padrão da média 

GH – hormônio do crescimento 

GLUT – transportador de glicose 

HGF – fator de crescimento de hepatócito 

IRS – substrato do receptor de insulina 

K+ - potássio 

kDa – quilodalton 

MAP-2 – proteína associada a microtúbulo 

MAP-cinase – proteína cinase ativada por mitógenos 

MTBD – domínio de ligação a microtúbulo 

NSF – fator sensível à N-etilmaleimida 

PBS – tampão fosfato salina 

PCR – reação em cadeia da polimerase  
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PI3-cinase – fosfatidilinositol 3-cinase 

PKA – proteína cinase A 

PKC – proteína cinase C 

PLC – fosfolipase C 

PMA – phorbol 12-myristate 13-acetate 

RIE – radioimunoensaio 

SDS – duodecil sulfato de sódio 

SNAP-25 – proteína sinaptossomal associada de 25 kDa 

SNARE – proteína receptora ao fator sensível à N-etilmaleimida  

TBE – tris borato EDTA 

VAMP-2 – proteína associada à membrana vesicular isoforma 2 

VEGF – fator de crescimento vascular endotelial 
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�
� Prolactina induz a maturação da resposta secretória das células β pancreáticas em ilhotas 

de ratos neonatos LQ�YLWUR. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a maturação na resposta 

a glicose, induzida pela prolactina, está associada a alterações na expressão, associação e 

fosforilação de proteínas envolvidas na mobilização e extrusão dos grânulos de insulina. Para 

isso, ilhotas pancreáticas de ratos neonatos foram cultivadas por cinco dias em presença de 

prolactina e após extração do RNA e proteína total foram realizados RT-PCR e western blot. 

Observamos aumento na expressão gênica e protéica da MAP-2 e cinesina em ilhotas cultivadas 

com prolactina. Analisamos também a associação e fosforilação através de imunoprecipitação 

seguido de western blot de proteínas SNARE e MAP-2/cinesina em ilhotas estimuladas 

agudamente (20 min) com prolactina. Prolactina aumentou a associação entre proteínas SNARE e 

MAP-2/cinesina e reduziu a ligação entre sintaxina 1A/munc-18. Fosforilação em resíduos serina 

das proteínas SNAP-25, sintaxina 1A, munc-18 e MAP-2 encontravam-se aumentadas enquanto 

que da cinesina foi diminuída, em ilhotas estimuladas com prolactina. Ainda, foi observado 

aumento na formação do complexo SNARE em ilhotas agudamente estimuladas com prolactina, 

22 mM de glicose, 40 de mM K
+
, 200 µM de carbacol e 1 µM de PMA (ativador da PKC). A 

inibição da via da MAP cinase, por PD098059, bloqueou a formação do complexo SNARE e 

fosforilação da sintaxina induzida por prolactina. Desta forma, podemos concluir que prolactina 

auxilia na maturação das células β por aumentar a expressão, fosforilação e associação de 

proteínas que compõem a maquinaria de extrusão dos grânulos de insulina, provavelmente via 

MAP cinase/PKC.  

 



 xi 
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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 µM carbachol and 1 µM 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 β-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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A secreção de insulina pelas células β pancreáticas é ajustada continuamente de acordo 

com as flutuações dos níveis de nutrientes circulantes, em especial, da glicose. A secreção é ainda 

modulada, direta ou indiretamente, por hormônios, neurotransmissores e agentes farmacológicos. 

Esse controle multifatorial permite que as células β secretem insulina em quantidade e tempo 

adequados, regulando perfeitamente os níveis de nutrientes no sangue em diferentes situações 

fisiológicas, tais como: jejum, refeição, exercício físico, prenhez, lactação, crescimento e velhice. 

Alterações no mecanismo de produção e secreção de insulina, muitas vezes associadas ao 

aumento da resistência à ação do hormônio nas células alvo, levam ao aparecimento de 

hiperglicemia crônica que, dependendo da etiopatologia, é classificada nos diferentes tipos de 

diabetes mellitus (Boschero, 1996). 

�

0HFDQLVPRV�JHUDLV�GD�DomR�GD�SURODFWLQD�

Prolactina, a exemplo do hormônio de crescimento e de diferentes citocinas, atua nas 

células alvo através da interação com receptores específicos pertencentes à superfamília de 

receptores das citocinas e hematopoietina, que se caracterizam pela homologia de seus domínios 

extracelulares (Taga e Kishimoto, 1992). Diferentes isoformas dos receptores de prolactina foram 

clonadas e seqüenciadas e, dependendo do comprimento e composição de aminoácidos do 

segmento intracelular, os mesmos foram classificados como longos, intermediários e curtos 

(Goffin e Kelly, 1996). Embora o domínio intracelular das diferentes isoformas dos receptores de 

prolactina difere quanto ao tamanho e composição de seus aminoácidos, a região extracelular é 

muito conservada (Goffin et al, 2002). Após ligação da prolactina no seu receptor específico é 

necessário à ocorrência de dimerização do receptor e a subseqüente fosforilação de resíduos 
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tirosina, localizados na parte citoplasmática do mesmo. A presença de receptores com diferentes 

domínios intracelulares leva-nos a inferir que a prolactina pode induzir nas células alvo diferentes 

ações, dependendo do tipo ou tipos de isoformas ali presentes. O primeiro evento intracelular, 

largamente descrito na literatura, induzido pela prolactina seria a fosforilação da proteína JAK2 

(Janus cinase 2). Esta, por sua vez, pode ativar diferentes proteínas intracelulares, especialmente 

os STATs (6LJQDO� 7UDQVGXFHUV� DQG� $FWLYDWRUV� RI� 7UDQVFULSWLRQ). Dentre os STATs merece 

destaque o STAT5 que, ativado, migra em direção ao núcleo da célula, liga-se a elementos 

responsivos no DNA estimulando a transcrição de genes específicos (Yamauchi et al, 1998). 

Contudo, é sabido que as vias intracelulares da sinalização de diferentes hormônios que atuam via 

receptores do tipo tirosina cinase podem, em níveis diferentes, se cruzarem (FURVV�WDON). Com o 

sinal da prolactina não é diferente. Assim, a literatura apresenta inúmeras evidências que a 

prolactina pode interferir na atividade de diferentes proteínas intracelulares envolvidas na 

transmissão de diferentes sinais. Entre estas: Fyn, Ras, Raf, Vav, Grab2, Sos, Shc, MAP cinase, 

IRS1, SHP2, PKC, PI3 cinase, G proteínas, PLC, IRS2/3 (David et al, 1994; Erwin et al, 1995; 

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

 

$o}HV�GD�SURODFWLQD�QDV�LOKRWDV�GH�/DQJKHUDQV�

 Durante a prenhez, as ilhotas de Langherans dos mamíferos passam por modificações 

estruturais e funcionais em resposta a uma demanda maior de insulina. Observa-se um aumento 

da massa total das ilhotas como conseqüência da hiperplasia (Weinhaus et al, 1996) e redução da 

apoptose das células β (Parsons et al, 1995). A curva dose resposta à glicose, durante esse 

período, é deslocada para a esquerda permitindo a secreção de quantidades maiores de insulina 
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frente a concentrações fisiológicas de glicose, evitando-se a hiperglicemia. Estas adaptações são 

comandadas por diferentes hormônios, especialmente, pela prolactina e lactogênios placentários. 

Muitas das alterações observadas durante a prenhez podem ser reproduzidas LQ�YLWUR, em 

especial, se forem usadas ilhotas de Langerhans de neonatos, como modelo biológico. Está bem 

estabelecido que o tratamento prolongado de ilhotas de ratos neonatos LQ� YLWUR com prolactina 

aumenta a síntese de insulina (Brelje et al, 1993); expressão do transportador de glicose GLUT2 

(Mazancourt et al, 1994); atividade da glicocinase IV; metabolismo da glicose (Burch et al, 

1981), formação de ATP e aumento da atividade iônica, representada aqui por maior habilidade 

da glicose em reter K
+
 e Ca

2+
 pelas células secretoras de insulina (Crepaldi et al, 1997); aumento 

da interação das células β nas ilhotas através aumento da expressão da conexina 43 e da β-

catenina (Michaels et al, 1987; Collares-Buzato et al, 2001) e, finalmente, secreção de insulina 

(Sorenson et al, 1993; Crepaldi et al, 1997). Analise multigênica de ilhotas cultivadas com 

prolactina demonstrou aumento da expressão de diversos genes importantes para a secreção de 

insulina e proliferação das células β como STAT3, ciclinas e AKT2, bem como redução da 

expressão de genes ligados à apoptose (Bordin et al, 2004). Além disso, o bloqueio do receptor 

da prolactina durante a prenhez, reverteu muita destas alterações, incluindo a ativação das vias 

PI3 cinase e MAP cinase e a secreção de insulina (Amaral et al, 2004). 

Quanto ao mecanismo de ação da prolactina nas células secretoras de insulina sabe-se que 

ela age através da ativação da via JAK/STAT5 (Yamauchi et al, 1998). Como já assinalado 

anteriormente, foi demonstrado, em várias linhagens de células, que a prolactina é capaz de, 

através da JAK-2, estimular a fosforilação dos IRSs-1, -2 e-3 e induzir a associação dessas 

proteínas fosforiladas com a PI3-cinase sugerindo possível participação dessa via de sinalização 

da prolactina. Experimentos conduzidos em nosso laboratório, observamos que a prolactina pode 
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estimular as vias de sinalização IRSs/PI3-cinase e SHc/GRAB2/MAP-cinase em ilhotas isoladas 

de ratos neonatos. Estas observações confirmam a existência de um “cross talk” entre os sinais da 

prolactina e da insulina favorecendo a manutenção de uma massa e da funcionalidade das ilhotas 

(células β) em diferentes situações fisiológicas (Amaral et al, 2003). Recentemente, foi sugerida 

uma via indireta pelo qual prolactina levaria ao aumento da massa de células β. O mecanismo 

proposto seria: prolactina estimula a produção de VEGF pelas células β, ativando células 

endoteliais das ilhotas a produzir HGF que induz a proliferação das células β durante a prenhez 

(Johansson et al, 2006).  

 

0RYLPHQWDomR�GRV�*UkQXORV�GH�,QVXOLQD�

A secreção sustentada de insulina é dependente da mobilização dos grânulos estocados no 

citoplasma das células β. Para tal são necessários, entre outros fatores, a integridade dos 

microtúbulos (Boyd et al, 1982) e a cinesina (Varadi et al, 2002). A cinesina é um membro da 

família das proteínas motoras que utilizam energia da quebra do ATP para mover vesículas ao 

longo de microtúbulos (Brady et al, 1985). A cinesina é um heterotetrâmero de alto peso 

molecular (400 kDa) formada por duas cadeias pesadas (KHC) e duas leves (KLC) (Yang et al, 

1990). Como já mencionado, cinesina exerce função importante na secreção de insulina, pois 

mutação da KHC ou tratamento com antisense para cinesina, em células β induziram redução 

significativa na segunda fase da secreção de insulina. Sua atividade é controlada por duas 

enzimas, a caseína cinase 2 (CK2) que fosforila a KHC inibindo sua atividade e, pela proteína 

fosfatase 2B β (PP2Bβ), também conhecida por calcineurina, que desfosforila a KHC 

promovendo sua ativação (Donelan et al, 2002). Além disso, PP2Bβ tem sua atividade controlada 

por Ca
2+

/calmodulina (Rusnak e Mertz, 2000) e sua inibição por ciclosporina A provoca 
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diminuição na secreção de insulina estimulada por glicose (Herold et al, 1993). Desta forma, 

acredita-se que durante a secreção de insulina, a elevação nas concentrações citoplasmáticas de 

Ca
2+

 induz a ativação da PP2Bβ que desfosforila a cinesina levando a mobilização dos grânulos 

estocados no citoplasma para a periferia da membrana plasmática promovendo, assim, a segunda 

fase da secreção. 

A cinase dependente de Ca
2+

/calmodulina 2 (CaMK2) é considerada uma das principais 

efetoras das ações mediadas por Ca
2+

 nas células β, pois: 1) sua ativação ocorre em 

concentrações de Ca
2+

 semelhantes às observadas durante a secreção de insulina (Colca et al, 

1983), 2) é ativada por altas concentrações de glicose e carbacol (Wenham et al, 1994 e Babb et 

al, 1996), 3) se auto-fosforila em presença de altas concentrações de Ca
2+

 aumentando e 

mantendo sua atividade por período de tempo semelhante à segunda fase de secreção da insulina 

(Miller e Kennedy, 1986) e, 4) a inibição de sua atividade por fármacos KN-93 ou peptídeos AIP 

causa redução significativa na secreção de insulina (Bhatt et al, 2000). Além disso, ela é 

responsável pela fosforilação de diversas proteínas ligadas a movimentação e extrusão dos 

grânulos de insulina (Greengard et al, 1993; Krueger et al, 1997). 

A proteína associada a microtúbulos 2 (MAP-2) é um membro da grande família de 

proteínas associadas a microtúbulos como a MAP-1 e Tau que possuem um domínio comum, o 

MTBD, responsável pela ligação destas proteínas aos microtúbulos. Tem por função regular a 

dinâmica dos microtúbulos, através do controle da polimerização reversível da tubulina (unidade 

formadora dos microtúbulos) e conferir estabilidade ao mesmo (Sloboda et al, 1976). Além disso, 

MAP-2 auxilia na ligação de vários componentes aos microtúbulos como, por exemplo, vesículas 

secretórias derivadas de pâncreas (Suprenant e Dentler, 1982). Ensaios LQ� YLWUR, demonstraram 

que MAP-2 é fosforilada por diversas enzimas como a PKC (Ainsztein e Purich, 1994), PKA 
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(Theurkauf e Vallee, 1982), CaMK2 (Yamamoto et al, 1985) e pelo receptor de insulina 

(Kadowaki et al, 1985) porém, a importância deste processo sobre sua função não está bem 

estabelecida. Krueger (1997) demonstrou a expressão da MAP-2 em ilhotas pancreáticas de rato e 

células βTC3 e, neste mesmo estudo, foi visto que células βTC3, incubadas com forskolin ou 

altas concentrações de Ca
2+

, apresentaram aumento na fosforilação da MAP-2. Assim, acredita-se 

que em células β, MAP-2 é fosforilada pela PKA e CaMK2 sendo um importante efetor das ações 

do cálcio durante a secreção de insula.  

 

0DTXLQDULD�GH�([RFLWRVH�

Entre as inúmeras ações da prolactina nas células β pancreáticas, certamente, a extrusão 

aumentada dos grânulos de insulina é uma das mais importantes para fazer frente à maior 

demanda de insulina durante a prenhez. O controle da fusão de membranas é essencial para o 

perfeito funcionamento das células. Este controle apresenta inúmeras características conservadas 

entre as células eucarióticas dentre as quais; a necessidade de energia e, a participação de várias 

proteínas. Entre estas se destacam as proteínas de fusão sensíveis à N-etilmaleimida (NSF), as 

proteínas solúveis ligantes a NSF (SNAP), os receptores de SNAP (SNARE) e, as GTPases da 

família Rab (Otto et al, 1997; Hay & Scheller, 1997; Ungermann et al, 1998). 

A família SNARE é conhecida pela presença de um domínio comum de aproximadamente 

60 resíduos de aminoácidos (Sutton et al, 1998). Ela ainda pode ser dividida em duas subfamílias 

as v-SNARE, composta por proteínas localizadas nas membranas das vesículas de secreção, 

como Sinaptobrevina (VAMP) e, as t-SNARE situadas na membrana plasmática alvo, sendo as 

principais, a Sintaxina e a SNAP-25 (proteína sinaptossomal associada de 25 kDa). Foi 

demonstrado que as proteínas SNARE podem se agrupar formando um complexo heterotrimérico 
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estável composto por 4 hélices paralelas ligando as vesículas à membrana plasmática (Sollner et 

al, 1993; Fasshauer et al, 1997; Sutton et al, 1998).�Desta forma, acredita-se que o complexo 

SNARE teria a função de aproximar as membranas gerando a reorganização dos fosfolipídios e 

conseqüente fusão (Rothman, 1994). Foi confirmada a presença de algumas proteínas SNARE, 

como a sintaxina 1 e a SNAP-25 em ilhotas (Nagamatsu et al, 1999) e em linhagens de células 

(βHC-9) secretoras de insulina (Daniel et al., 1999). Constatou-se que tais proteínas exercem 

função importante na secreção de insulina (Martin et al, 1995; Sadoul et al, 1995).  

As proteínas SM constituem outra família importante que participa do processo de 

extrusão dos grânulos. A Munc-18 (também chamada de Sec-1) é o membro desta família 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 ligação com outras proteínas e, 

assim, evitar a formação do complexo SNARE e conseqüentemente a exocitose (Pevsner et al, 

1994). Em células cromafins, a fosforilação do complexo sintaxina-Munc18a pela cinase 

dependente de ciclina 5 (Cdk5) causa a dissociação do mesmo, permitindo a ligação da sintaxina 

com outras proteínas SNARE, melhorando a resposta secretória (Fletcher et al, 1999). A Munc-

18 foi identificada em ilhotas pancreáticas e células produtoras de insulina (Katagiri et al, 1995 e 

Jacobsson et al, 1994) e, a exemplo de células nervosas, regula a formação do complexo SNARE, 

através de sua ligação com a sintaxina (Zhang et al, 2000).  

Em diversas células neuroendócrinas, o estímulo final para a secreção de seu conteúdo 

vesicular é o influxo de Ca2+. Evidências, obtidas LQ�YLWUR, em células neuronais tem indicado a 

participação do Ca2+ como estímulo para a formação do complexo SNARE (Neher et al, 1998). 

Contudo, como não existem receptores para o Ca2+ nas proteínas que compõe o complexo 

SNARE, seria necessária a presença de um sensor de Ca2+ para o processamento da reação. 
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Possíveis sensores de Ca2+ tem sido estudados e, entre eles, destaca-se a sinaptotagmina, uma 

proteína integral de membrana, amplamente distribuída por vários tecidos, incluindo as ilhotas 

pancreáticas (Gao et al, 2000). Demonstrou-se, em linhagens de células INS-1E e HIT-T15, que a 

ligação do Ca
2+

 com o domínio C2 da sinaptotagmina é essencial para a exocitose da insulina 

(Lang et al, 1997). Sinaptotagmina pode se ligar a sintaxina em presença de alta concentração 

Ca
2+

 livre (Li et al, 1995). Desta forma, tem sido proposto que a ligação do Ca
2+

 com a 

sinaptotagmina provocaria sua interação com a sintaxina induzindo e/ou acelerando a formação 

do complexo SNARE levando, finalmente, a fusão de membrana e conseqüente extrusão das 

vesículas. Por outro lado, tem sido proposto que o próprio canal de Ca
2+

 poderia exercer a função 

de sensor para este cátion. Tanto o canal Cav1.2 (tipo Lc) quanto o Cav2.3 (tipo N) podem se ligar 

a sintaxina 1A, SNAP-25 e sinaptotagmina (Tobi et al, 1998; Wiser et al,1999). Assim, a ligação 

do cálcio ao canal induziria alterações conformacionais no complexo SNARE-Cav1.2, 

promovendo a liberação dos grânulos pré-docados (Wiser et al, 2002).  

Pesquisas recentes indicam que proteínas SNARE são alvo de fosforilação por parte de 

diversas cinases. Em células nervosas, a sintaxina 1A se associa a CaMK2 em altas 

concentrações de Ca
2+

 facilitando sua interação com a SNAP-25 e a sinaptotagmina 1 (Ohyama 

et al, 2002). Além disso, sintaxina 1A é fosforilada por diversas enzimas como, CaMK2 (Hirling 

e Scheller, 1996), CK2 (caseína cinase 2) (Risinger e Bennett, 1999) e, proteína de morte 

associada cinase (DAPK) (Tian et al, 2003). Uma vez fosforilada, a sintaxina reduz sua 

capacidade de ligação com a Munc-18, e desta forma permite a formação do complexo SNARE. 

Em ilhotas de ratos, foi demonstrou-se que SNAP-25 é fosforilada pela PKC em resposta a PMA, 

altas concentrações de glicose e carbacol, porém acredita-se que este aumento na fosforilação não 

está relacionado ao aumento na secreção de insulina (Gonelle-Gispert et al, 2002). 
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����2%-(7,926��

 O presente trabalho teve por objetivo analisar o efeito crônico e agudo da prolactina sobre 

a expressão e função de elementos envolvidos na movimentação e extrusão dos grânulos de 

insulina em ilhotas pancreáticas de ratos neonatos. 

 

������2%-(7,926�(63(&Ë),&26�

- Analisar a expressão gênica e protéica da cinesina, MAP-2, CaMK2 e munc-18 em ilhotas 

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

- Analisar a fosforilação e associação das proteínas sintaxina 1A, SNAP-25, MAP-2, 

cinesina e munc-18 em ilhotas de ratos neonatos estimuladas com prolactina. 

- Analisar a formação do complexo SNARE em ilhotas de neonatos, incubadas agudamente 

com prolactina, e diversos estimuladores da secreção de insulina. 

- Analisar as vias de transdução de sinais da prolactina responsáveis por alterações na 

fosforilação da sintaxina e formação do complexo SNARE. 
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����0$7(5,$/�(�0(72'26�

�

������$QLPDLV�

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 pâncreas. 

 

������&XOWXUD�GH�LOKRWDV�SDQFUHiWLFDV�GH�QHRQDWRV�

Todo o material utilizado para cultura de ilhotas foi submetido a condições especiais de 

esterilização. Para cada experimento foram utilizados aproximadamente 40-60 neonatos. Após 

decapitação e assepsia da região abdominal, os animais foram colocados em placas de Petri de 

vidro e transferidos ao fluxo laminar (VECO, HLFS-12) para a retirada dos pâncreas. Durante a 

cirurgia todos os pâncreas foram mantidos em solução de Hanks. A seguir, foram reduzidos a 

fragmentos pequenos, com auxílio de tesouras, e lavados com solução de Hanks. Os fragmentos 

foram transferidos para um tubo de ensaio de 15 ml. Para facilitar a separação das ilhotas das 

células acinares, foi realizado um tratamento com colagenase. Após a adição de 0,2 mg da 

colagenase/pâncreas, o tubo de ensaio foi agitado durante 5 min, em banho-maria a 37ºC. Em 

seguida, o material foi lavado 3 vezes com solução de Hanks, para eliminação da colagenase bem 

como possíveis contaminações adquiridas durante o procedimento cirúrgico. Cada lavagem foi 

seguida de centrifugação e descarte do sobrenadante. Uma quarta lavagem foi realizada com 

meio de cultura. O tecido pancreático, 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 antibióticos penicilina (100 IU/ml), 
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streptomicina (100 µg/ml) e 10 mM de glicose. As placas foram mantidas em incubadora (CO-

24, New Brunswick Scientific Co., Inc., New Jersey, USA) a 37ºC, em atmosfera umidificada a 

3% de CO2 por 5 dias. Quando necessário, adicionou-se ao meio 100 ng/ml de prolactina. Após 

cultura, as ilhotas pancreáticas foram ressuspensas por aspirações com auxílio de uma pipeta 

Pasteur e distribuídas em eppendorfs.  

 

������6HFUHomR�HVWiWLFD�GH�LQVXOLQD�

 Grupos de 10 ilhotas isoladas de neonatos foram pré-incubados em solução de Krebs-

bicarbonato por 45 min a 37 °C e pH 7.4. A seguir, o meio de pré-incubação foi descartado e as 

ilhotas incubadas por período suplementar de 20 min também em Krebs-bicarbonato o qual 

continha, quando necessário, 2.8, 8.3 ou 22 mM de glicose, 40 mM de K
+
, 200 µM de carbachol, 

1 µM de PMA, 100 nM de wortmannin e 50 nM de PD098059. Após incubação, uma alíquota do 

sobrenadante foi mantida a -20 °C para dosagem de insulina. �

A insulina contida nos meios de incubação (secreção estática) foi avaliada por 

radioimunoensaio e a curva padrão confeccionada com insulina de rato. 

 

������([WUDomR�GR�P51$ 

RNA total foi extraído de cerca de 300-500 ilhotas por meio de adição de 1 ml de 

reagente Trizol (GIBCO BRL - Life Technologies). As ilhotas foram homogeneizadas em vortex 

e incubadas por 5 min à temperatura ambiente. Em seguida, 200 µl de clorofórmio foram 

adicionados e as amostras vigorosamente homogeneizadas por 15 sec. Após incubação de 3 min, 

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

correspondente à fase aquosa foi transferido para outro tubo e o RNA precipitado pela adição de 
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500 µL de álcool isopropílico, seguido de incubação por 10 min, à temperatura ambiente. Nova 

centrifugação a 12.000 g por 15 min a 4ºC foi realizada, o pellet obtido foi lavado em seguida 

com 1ml de etanol 75%, centrifugado a 7500 g por 10 min a 4ºC e, posteriormente, lavado com 1 

ml de etanol 100%. O etanol foi descartado e o pellet parcialmente seco em estufa a 37ºC. As 

amostras foram ressuspensas em 30 µl de água previamente tratada com DEPC. 

A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose desnaturante para visualização das 

unidades ribossomais 28S e 18S após coloração com brometo de etídeo, e a quantificação do 

mesmo foi feita por leituras de absorbâncias a 260 e 280 nm em aparelho Genequant�(Pharmacia 

Biotech). 

�

������2EWHQomR�GH�F'1$�D�SDUWLU�GH�51$�WRWDO�

 A reação da transcriptase reversa foi realizada a 42ºC durante 50 min, em 20 µl de uma 

mistura contendo 2 µg de RNA total, 10 mM de dNTP mix, 40 U/µl de inibidor de RNAse, 0,1 M 

de DTT, 5X first-strand buffer, 0,5 µg/ml de oligo dT e 200 U da enzima Super Script II RNase 

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

 

������3&5�

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

*HQH� 6HT�rQFLD ��C���C�� 7HPSHUDWXUD�GH�
DQHODPHQWR�

3URGXWR�
�SE��

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 µl de uma mistura contendo tampão da Taq polimerase, 50 

mM de MgCl2 , 10 mM de cada deoxinucleosídeo trifosfato, 2,5 U/µl de Taq DNA polimerase, 

10 pmol de SULPHU� direto, 10 pmol de SULPHU� reverso, e cDNA. A PCR foi realizada em 

termociclador (modelo 9700, Applied Biosystems) iniciando com 94°C por 3 min para 

desnaturação, seguido de número variável de ciclos de 94°C por 30 s, 30 s de anelamento em 

temperatura específica e elongação por 45 s a 72°C. O número de ciclos usados foi 28 para RPS-

29, 32 para munc-18, 35 para cinesina, 27 para MAP-2 e 28 para CaMK2, determinados após 

confecção 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). 

 

������,GHQWLILFDomR�H�TXDQWLILFDomR�SURWpLFD�SRU�LPPXQREORWLQJ���

Ilhotas pancreáticas foram homogeneizadas por sonicação 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 remoção do material insolúvel. As amostras foram tratadas com tampão Laemmli 

contendo DDT 10 mM, aquecidas em água fervente por 5 min. Alíquotas com concentrações 
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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. Após corrida, as 

proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose. Esta foi incubada por 2 h em 

solução bloqueadora para diminuir a ligação inespecífica das proteínas. A seguir as membranas 

foram incubadas com anticorpo policlonal anti-cinesina (Chemicon), anti-munc-18 (Sigma), anti-

MAP-2 (Santa Cruz) e anti-CaMK2 (Zymed Laboratories) na diluição 2 µg/ml, por 4 hs. Após, as 

membranas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com HRP (Zymed) por 2 hs. 

Após lavagem, as membranas foram incubadas em solução reveladora Super Signal (Pierce) e 

colocadas junto a filmes radiográficos (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas 

foi avaliada por densitometria em programa Scion Image (Scion Corporation). Em paralelo, 

quantidade igual de proteína total foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) e 

corado com Coomassie-blue. Após, 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 

LPPXQREORWLQJ. Apenas as bandas correspondentes a 80 kDa são mostradas nas figuras. 

 

����±�(QVDLR�GH�DVVRFLDomR�H�IRVIRULODomR�

� Alíquotas contendo 300 µg de proteína 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 encubação com proteína A-Sepharose 6 MB por 2 h a 4°C. Após, as amostras 

foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O “pellet” contendo as proteínas 

imunoprecipitadas foi tratado com tampão Laemmli por 5 min a 100°C, submetido à eletroforese 

em gel de poliacrilamida (10%) e transferidas para membrana de nitrocelulose. As membranas 

então, foram incubadas em solução bloqueadora por 8 h a 4°C. Nos ensaios de fosforilação, as 
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membranas foram incubadas com anticorpo anti-fosfoserina (Santa Cruz) por 4 h a 22°C. Nos 

ensaios de associação, 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 então incubadas com anticorpo secundário conjugado com HRP por 2 h a 

22°C. Após lavagem, as membranas foram incubadas em solução 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). 

 

������$QDOLVH�(VWDWtVWLFD�

Para os ensaios de RT-PCR e LPPXQREORWLQJ foi utilizado o teste Mann-Whitney. Para os 

demais ensaios foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. As análises foram feitas utilizando-se o 

programa BioEstat (versão 2.0). Em todos os casos, o nível de significância adotado foi de p < 

0.05. 
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��±�5(68/7$'26�
 
 
 
 
����±�(IHLWR�FU{QLFR�GD�SURODFWLQD�VREUH�D�H[SUHVVmR�JrQLFD�H�SURWpLFD�GD�0$3����PXQF�����

&D0.��H�FLQHVLQD��

 A expressão 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). Não foram detectadas diferenças na expressão dos genes da CaMK2 ou da 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)LJXUD� ��� Expressão dos genes cinesina, munc-18, MAP-2 e CaMK2 em ilhotas de ratos 

neonatos cultivadas por cinco dias na presença ou ausência de 100 ng/ml de prolactina. Os dados 

são representados pelas médias ± EPM de quatro experimentos independentes, normalizados pelo 

controle interno RPS-29. *P�< 0.05 para o controle vs. tratado com prolactina. 
 

 

 

CTL CTL CTL CTL PRL PRL PRL PRL 

Cinesina 

RPS-29 RPS-29 RPS-29 RPS-29 

MAP-2 Munc-18 CaMK2 
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Semelhantes aos resultados obtidos de expressão gênica, observamos aumento na 

expressão das proteínas MAP-2 (95%) e cinesina (99%) em ilhotas cronicamente tratadas com 

prolactina (fig. 2). Nenhuma diferença significativa foi encontrada em relação à expressão das 

proteínas CaMK2 e munc-18 (fig. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)LJXUD� �. Expressão das proteínas cinesina, munc-18, MAP-2 e CaMK2 em ilhotas de ratos 
neonatos cultivadas por cinco dias na presença (PRL) ou ausência (CTL) de 100 ng/ml de 

prolactina. Quantidades iguais de amostras de proteína 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-CaMK2. Os dados normalizados (ver Material e 
Métodos) são 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. 

 

 

�

����±�(IHLWR�DJXGR�GD�SURODFWLQD�VREUH�D�IRVIRULODomR�GDV�SURWHtQDV�61$3�����VLQWD[LQD��$��

0$3����FLQHVLQD�H�PXQF�����

 Passamos então a analisar o efeito agudo da prolactina sobre a fosforilação de proteínas 

importantes na movimentação e extrusão dos grânulos de insulina em ilhotas de ratos neonatos. 

Cinesina 

80 kDa 80 kDa 80 kDa 80 kDa 

Munc-18 MAP-2 CaMK2 
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Incubação das ilhotas por 20 min com prolactina dobrou os níveis de fosforilação em resíduos 

serina das proteínas SNAP-25, sintaxina e munc-18 (fig. 3). Observamos ainda, aumento de 50% 

e diminuição de 30% na fosforilação em resíduos serina das proteínas MAP-2 e cinesina, 

respectivamente, em ilhotas tratadas agudamente com prolactina comparadas as controles (fig.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�
�
)LJXUD��. Efeito da incubação aguda (20 min) com (PRL) ou sem (CTL) 100 ng/ml de prolactina 

na fosforilação de proteínas envolvias na exocitose em ilhotas de ratos neonatos. Amostras de 
proteína total foram solubilizadas e immunoprecipitadas (IP) com anticorpos específicos, 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 são médias ± EPM de três experimentos independentes. *P� < 0.05 para o controle vs. 

tratado com prolactina. 

IP:SNAP-25; IB:p-Ser IP:Sintaxina; IB:p-Ser 

IP:MAP-2; IB:p-Ser IP:Cinesina; IB:p-Ser 

IB: SNAP-25 IB: Sintaxina 

IB: MAP-2 IB: Cinesina 

IP:mun-18; IB:p-Ser 

IB: munc-18 

Controle 

Prolactina 

Cinesina 

SNAP-25 

MAP-2 

Munc-18 

Sintaxina 1A 
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����±�(IHLWR�DJXGR�GD�SURODFWLQD�VREUH�D�DVVRFLDomR�GDV�SURWHtQDV�61$5(��0$3����FLQHVLQD�

H�PXQF�����

 Devido à presença do domínio SNARE esta família de proteínas tem a capacidade de se 

ligar formando dímeros muito estáveis (Sutton, et al. 1998). Desta forma, passamos a investigar 

se o tratamento agudo com prolactina alteraria a associação entre proteínas SNARE. Ilhotas 

incubadas por 20 min com prolactina apresentaram aumento significativo na associação entre as 

proteínas sintaxina e SNAP-25 (83%), bem como sintaxina e VAMP-2 (96%) (fig. 4). Além 

disso, observamos redução de 88% na ligação da sintaxina com munc-18 e aumento na 

associação entre as proteínas MAP-2 e cinesina (fig. 4).  
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�
)LJXUD��. Efeito da incubação aguda (20 min) com (PRL) ou sem (CTL) 100 ng/ml de prolactina 

sobre a associação de proteínas envolvias na exocitose em ilhotas de ratos neonatos. Amostras de 
proteína total foram solubilizadas e immunoprecipitadas (IP) com anticorpos específicos, como 

IP:cinesina; IB:MAP-2 

IB: MAP-2 

IP:sintaxina; IB:SNAP-25 

IB: SNAP-25 

IP:sintaxina; IB:VAMP-2 

IB: VAMP-2 

IP:sintaxina; IB:munc-18 

IB: munc-18 
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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 são médias ± EPM de três experimentos independentes. *P�< 

0.05 para o controle vs. tratado com prolactina. 

 

 

�

���� ±� (IHLWR� DJXGR� GD� SURODFWLQD�� GHVSRODUL]DomR� GD� PHPEUDQD� SODVPiWLFD�� JOLFRVH� H�

HVWLPXODomR�GD�3.&�VREUH�D�IRUPDomR�GR�FRPSOH[R�61$5(��

�

� O complexo SNARE é formado pela sintaxina, SNAP-25 e VAMP-2 e possui 

aproximadamente 100 kDa. Este ainda é altamente estável, resistindo a desnaturação por diversos 

agentes, incluindo SDS. Contudo, o aquecimento do complexo a temperaturas superiores a 95°C 

é capaz de dissocia-lo (Hayashi et al, 1994). Assim, passamos a estudar a formação do complexo 

SNARE por “western blot” em amostras de proteína total não aquecidas de ilhotas de neonatos 

incubadas por 20 min com diversas substâncias conhecidamente estimuladoras das células β.  

 Inicialmente, estudamos o efeito da prolactina sobre a formação do complexo SNARE em 

ilhotas de ratos neonatos estimuladas por até 40 min. A figura 5 mostra que não houve alteração 

na formação do complexo SNARE após 2, 5 e 10 min de exposição a prolactina. Porém, após 20 

e 40 min de incubação 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 formação do complexo SNARE estimulada por prolactina. 
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)LJXUD� �� Curva tempo-resposta da formação do complexo SNARE em ilhotas de neonatos 

incubadas com 100 ng/ml de prolactina. Amostras de proteínas total não 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 

é mostrada. Os dados normalizados (ver Material e Métodos) são médias ± EPM de três 

experimentos independentes (somente a banda de 80 kDa dos géis corados com Coomassie-blue é 

mostrada). *P�< 0.05. 

 

 

Alta concentração de glicose (22 mM) aumentou a formação do complexo SNARE em 2.5 

vezes comparado as ilhotas controle. A incubação concomitante das ilhotas com alta 

concentração de glicose e prolactina provocou aumento superior (+ 40%) em relação ao 

observado quando apenas incubadas com 22 mM de glicose (fig. 6A). O aumento na formação do 

complexo SNARE induzido por 22 mM de glicose e a associação de glicose e prolactina foi 

acompanhado por elevação semelhante na secreção de insulina (fig. 6D).  

A despolarização da membrana plasmática por 40 mM de K
+
 aumentou a formação 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 secreção de insulina que as controle. Ainda, incubação com 

apenas prolactina não alterou a secreção de insulina, porém, quando adicionada ao meio contendo 
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40 mM de K+ observou-se efeito aditivo sobre a secreção de insulina (fig. 6E). Estes resultados 

indicam que prolactina age de forma sinérgica a despolarização da membrana plasmática, 

estimulando a formação do complexo SNARE. 

Incubação das ilhotas por 20 min na presença de 200 µM de carbacol (agonista 

muscarínico) ou 1 µM de PMA (ativador específico da PKC) elevou a quantidade do complexo 

SNARE em 2 e 2.2 vezes, respectivamente, comparado às ilhotas controle (fig. 6C). Este 

aumento foi acompanhado por acréscimo na secreção de insulina (1.7 e 2.1 vezes, 

respectivamente) (fig. 6F), indicando que a estimulação parassimpática sobre as células β induz a 

formação do complexo SNARE via ativação da PKC. 
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)LJXUD��. Efeito de diversos estimuladores das células β sobre a formação o complexo SNARE e 

secreção de insulina. Foram separados grupos de 500 ilhotas para os experimentos de formação 

do complexo SNARE (letras A, B e C) e 5 ilhotas para os experimentos de secreção de insulina 

(letras D, E e F). Após pré-incubação em tampão 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 
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prolactina (PRL), 40 mM de potássio (K+), 200 µM de carbacol (CCH) e 1 µM de PMA (PMA) 
como indicado. Para os experimentos de formação do complexo SNARE, amostras de proteínas 

total não 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 é mostrada. Os dados normalizados (ver Material e 

Métodos) são médias ± EPM de três 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 formação do 

complexo SNARE, ilhotas de ratos neonatos foram incubadas por 20 min na presença ou 

ausência de prolactina, wortmanina (inibidor da via PI3 cinase) e PD098059 (inibidor da via 

MAP cinase). Incubação com wortmanina ou PD098059 não alterou a formação do complexo 

SNARE bem como a secreção de insulina ou fosforilação da sintaxina (fig. 7 A, B e C). Ainda, 

wortmanina falhou em modificar a formação do complexo ou fosforilação da sintaxina induzida 

por prolactina. Por outro lado, a inibição da via MAP cinase reverteu o efeito da prolactina sobre 

estes parâmetros (fig. 7 A e C). Estes dados claramente mostram que a prolactina estimula a 

formação do complexo SNARE e a fosforilação da sintaxina via MAP cinase. 
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)LJXUD� �. Efeito da inibição das vias PI3 

cinase e MAP cinase sobre a formação do 

complexo SNARE (A), secreção de insulina 

(B) e fosforilação da sintaxina (C). Ilhotas 

de ratos neonatos foram incubadas por 20 

min na presença ou ausência de 100 ng/ml 

de prolactina, 100 nM de wortmanina e 50 

nM de PD098059 como indicado. Para os 

experimentos de formação do complexo 

SNARE, amostras de proteínas total não 

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 é mostrada. Os dados 

normalizados (ver Material e Métodos) são 

médias ± EPM de três experimentos 

independentes (somente a banda de 80 kDa 

dos géis corados com Coomassie-blue é 

mostrada). Para os experimentos de 

fosforilação da sintaxina, amostras de 

proteína total foram solubilizadas e 

immunoprecipitadas (IP) com anticorpos 

específicos. 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 são 

médias ± EPM de três experimentos 

independentes. *P�< 0.05. 

 

 

 

 

nitrocellulose membrane and blotted with 

anti-phosphoserine antibody. The values 

are normalized by total syntaxin content 

and expressed as mean ± SEM of three 

experiments. *P�< 0.05. 
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IP:Sintaxina; IB:p-Ser 

IB: Sintaxina 

Complexo SNARE 

80 kDa 

Prolactina          -          +           -          +           -          +     

Wortmanina      -           -          +          +           -           -     

PD098059         -           -           -          -           +          + 
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 Neste trabalho foi mostrado que a exposição crônica a prolactina aumenta a expressão das 

proteínas cinesina e MAP-2 em ilhotas isoladas de ratos. Estas proteínas são responsáveis pela 

translocação dos grânulos de insulina, processo essencial para a secreção de insulina (Suprenant e 

Dentler 1982; Varadi et al, 2002). Além disso, trabalhos anteriores mostraram que prolactina 

aumenta a expressão de diversos componentes importantes para a secreção de insulina como a 

glicocinase, GLUT2 (Crepaldi et al, 1997) e proteínas SNARE (Cunha et al, 2006). Estes 

resultados mostram que prolactina é também capaz de modular positivamente a mobilização das 

vesículas de insulina em ilhotas de ratos neonatos.  

 O processo de ancoragem (GRFNLQJ) e subseqüente fusão das vesículas de insulina com a 

membrana plasmática são um evento complexo envolvendo múltiplas proteínas como algumas da 

família SNARE, proteínas reguladoras como munc-18 (Jacobsson et al, 1994), sinaptotagminas 

(Zhang et al, 2000) e/ou o próprio canal de cálcio (Yang et al, 1999). Muitas destas proteínas tem 

sua função regulada por mecanismos de fosforilação ou associação.  

 A sintaxina e a SNAP-25 são substratos para diversas proteínas cinases em células 

secretórias. Em células PC12, SNAP-25 é fosforilada pela PKA, PKC (Hepp et al, 2002) e 

CaMK2 (Risinger e Bennett 1999). Neste mesmo modelo, sintaxina 1A é substrato para CK2 

(Hepp et al, 2002). Contudo, a importância da fosforilação destas proteínas para a formação do 

complexo SNARE e exocitose ainda não está bem compreendida. Gonelle-Gispert e 

colaboradores (2002) observaram aumento na fosforilação em resíduos ser
187

 da SNAP-25 em 

resposta a PMA, alta concentração de glicose e carbacol em ilhotas pancreáticas, porém, este 

aumento não alterou a secreção de insulina. A fosforilação da SNAP-25 pela PKC reduziu sua 
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associação com a sintaxina em células PC12 (Shimazaki et al, 1996), no entanto, induziu a 

formação do complexo SNARE em células de hipocampo (Xu et al, 2004) e recrutamento de 

vesículas em células cromafins (Nagy et al, 2002). Finalmente, a fosforilação da sintaxina pela 

CK2 aumentou sua ligação com a sinaptotagmina 1, levando a regulação 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 fosforilação da sintaxina e SNAP-25, 

provocado pela prolactina, favoreceu a associação destas proteínas, bem como a associação com 

a VAMP-2 e conseqüente formação do complexo SNARE.  

 A exposição aguda à prolactina aumentou a fosforilação da munc-18 e reduziu sua ligação 

com a sintaxina. Resultados semelhantes foram observados em amostras de neurônios de ratos, 

em que a fosforilação do dímero sintaxina/munc-18 pela cinase dependente de ciclina 5 resultou 

na dissociação do complexo (Fletcher et al, 1999). Como descrito, a estimulação de ilhotas 

pancreáticas com prolactina induziu fosforilação da sintaxina o que causa inibição de sua 

interação com a munc-18 (Tian et al, 2003). Além disso, a fosforilação em resíduos serina da 

munc-18 inibe sua ligação com a sintaxina (Fujita et al, 1996). Mais uma vez, nossos resultados 

mostram que prolactina pode auxiliar na exocitose da insulina por reduzir a associação da munc-

18 com a sintaxina, facilitando assim, a formação do complexo SNARE. 

 Em concentrações não estimulatórias de glicose, as células β possuem níveis de Ca
2+

 

reduzidos no meio intracelular o que mantém a cinesina fosforilada pela CK2 e, 

conseqüentemente, inativa. Altas concentrações de glicose provocam influxo de Ca
2+

, ativando a 

proteína fosfatase 2B (PP2B)/calcineurina, levando a desfosforilação da cinesina e maior 

motilidade das vesículas de insulina (Donelan et al, 2002). A proteína MAP-2 também participa 

da mobilização dos grânulos de insulina por controlar a polimerização dos microtúbulos (Sloboda 

et al, 1976) e sua atividade é controlada por fosforilação, pelo menos LQ� YLWUR� (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 fosforilação da MAP-2, induzida por Ca
2+ 

em células βTC3, causa aumento na secreção de 

insulina. Como mostrado, prolactina induz a fosforilação da MAP-2 e diminui a fosforilação da 

cinesina levando ao aumento na associação destas proteínas. Podemos então concluir que 

prolactina regula positivamente a mobilização das vesículas de insulina por modular a atividade 

da MAP-2 e cinesina.  

 A incubação das ilhotas com meio contendo 100 ng/ml de prolactina, 22 mM de glicose, 

40 mM de K
+
, 200 µM de carbacol e 1 µM de PMA aumentou significativamente a formação do 

complexo SNARE. Todos os agentes testados aumentaram a secreção de insulina com exceção da 

prolactina. Não existem dados na literatura mostrando efeito agudo da prolactina sobre a 

liberação da insulina. Apesar de não haver alteração na secreção isoladamente, prolactina 

potencializou a secreção de insulina estimulada por glicose e potássio. Resultados similares 

foram encontrados por Frodin e colaboradores (1995). Estes pesquisadores observaram que, a 

incubação de células INS1 com o fator de crescimento neuronal (NGF) não alterou a secreção de 

insulina, contudo, quando incubadas com NGF e alta concentração de glicose ocorreu aumento 

em relação a apenas glicose. Assim, acreditamos que apesar de induzir a formação do complexo 

SNARE, prolactina agudamente não altera a secreção de insulina devido à falta de outros eventos 

importantes como, por exemplo, o aumento das concentrações intracelulares de cálcio. �

� Finalmente, estudamos o mecanismo pelo qual a prolactina induz a fosforilação e a 

formação do complexo SNARE. Para isso, adicionamos ao meio de incubação wortmanina e 

PD098059 para o bloqueio das vias da PI3 cinase e MAP cinase, respectivamente. Nenhuma 
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alteração foi observada na formação o complexo SNARE, secreção de insulina ou fosforilação 

basal da sintaxina após bloqueio de ambas as vias isoladamente. Por outro lado, o bloqueio da via 

MAP cinase aboliu o efeito da prolactina em estimular a formação do complexo SNARE e 

fosforilação da sintaxina, enquanto a inibição da via PI3 cinase não modificou as alterações 

provocadas pela prolactina sobre esses parâmetros. Existem poucos trabalhos na literatura 

abordando a via da MAP cinase e proteínas SNARE. Recentemente, foi visto que prolactina ativa 

a via MAP cinase em ilhotas de ratos neonatos ocorrendo um FURVVWDON com a via de transdução 

de sinal da insulina (Amaral et al, 2003). Além disso, em células PC12 a ativação da via MAP 

cinase resulta em aumento na fosforilação da SNAP-25 (Kataoka et al, 2000), bem como ativação 

da MAP-2 (Nagata et al, 1998) e cinesina (Stariha et al, 1997). Estes dados claramente indicam 

que a via da MAP cinase está envolvida no efeito da prolactina sobre a função das proteínas 

SNARE, MAP-2 e cinesina.  

 Concluindo, exposição crônica a prolactina aumentou a expressão da cinesina e MAP-2 

em ilhotas de ratos neonatos. Além disso, prolactina, agudamente, alterou o grau de fosforilação 

das proteínas sintaxina, SNAP-25, munc-18, cinesina e MAP-2 e ainda aumentou a formação do 

complexo SNARE, potencializando a secreção de insulina induzida por glicose. Foi demonstrado 

também que o aumento na formação do complexo SNARE e a fosforilação da sintaxina foram 

mediados pela via MAP cinase. Estes resultados indicam que prolactina aguda e/ou cronicamente 

regula a expressão e função de proteínas responsáveis pelas etapas finais da secreção de insulina.    
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