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INTRODUCAO: Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica, de etiologia muiltipla,
caracterizada por hiperglicemia cronica, decorrente da falta de insulina, as vezes, associado a
resisténcia dos tecidos periféricos a esse hormonio. O DM1 € caracterizado pela infiltracdo de
macréfagos e linfécitos do tipo T-CD4+ e T-CD8+ no pancreas, devido a uma falha do
reconhecimento no sistema autoimune, que desencadeiam processos inflamatérios com liberagao
de 6xido nitrico (NO), de radicais livres e de citocinas tais como: interleucina-13 (IL-1 B) e
Interferon- y (IFN- y). Essas citocinas pro-inflamatdrias ativam mecanismos que levam a morte
celular por apoptose, com perda da massa funcional das células beta. Esses mecanismos podem
ser reproduzidos in-vitro pela exposi¢ao de células beta a essas citocinas ou a Aloxana. O CNTF
€ uma citocina de sobrevivéncia neuronal, e em células beta age sobre o controle glicémico
inibindo secrecdo de insulina e promovendo sobrevivéncia de ilhotas. A AMPK € uma proteina
quinase que em células beta atua como um sensor do estado energético celular e, quando as
concentracdes intracelulares de ATP diminuem, a AMPK ¢ ativada estimulando geracdo de ATP
e inibindo o consumo desse nucleotideo. Em ilhotas, a AMPK desempenha funcdo importante na
regulacdo da secrecdo de insulina sendo que a inibicdo de AMPK protege as células beta da
apoptose mediada por citosinas (IL-1p e IFN-y) ou induzidas por células T do tipo CD8+ e
CD4+.

OBJETIVOS: Diante do exposto, conclui-se que CNTF e AMPK desempenham fungdes
importantes e correlatas nas células beta pancredticas e, podem ser considerados alvos
terapéuticos para o tratamento do DM tipo 1. Contudo, a interacdo entre esses dois fatores (CNTF
e AMPK) em células secretoras de insulina permanece desconhecida. Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar a possivel papel da interacdo entre CNTF e AMPK na morte celular
induzida pelos agentes diabetogénicos IL-1f e Aloxana.

RESULTADOS/CONCLUSOES: Nossos resultados indicaram que: A Aloxana e a IL-1p
dependem da via da AMPK para induzir apoptose em células MIN6; O CNTF modula a via da
AMPK em células MING e ilhotas de camundongos Swiss neonato. O CNTF foi capaz de impedir
a morte celular induzida por Aloxana e por IL-1p através da downregulation da via da AMPK em

células MING.
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BACKGROUND: Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic syndrome of multiple etiologies,
resulting from the lack of insulin sometime associated with an increase in the resistance to the
hormone by insulin-target tissues. DM1 is characterized by the infiltration of macrophages and T-
type CD4 + and T-CDS8 + cells in the pancreas, due to a failure of the autoimmune system,
causing inflammation and leading to the release of nitric oxide (NO), free radicals, and cytokines
such as interleukin-1f (IL-1B) and interferon-y (IFN-y). These pro-inflammatory cytokines
activate pro-apoptotic mechanisms, triggering beta cell death apoptosis, leading to a loss in
functional beta cell mass. These mechanisms may be reproduced in vitro with exposure of beta
cells to pro-inflammatory cytokines such as IL-1B or to Alloxan. The cytokine CNTF is a
neuronal survival factor. Besides, CNTF modulates glycemia, inhibiting insulin secretion and
promoting islet cells survival. AMPK is a protein kinase that acts on pancreatic beta cells as a
sensor of the cellular energy state, and is activated when the cellular ATP concentrations
decrease, stimulating ATP generation and inhibiting ATP consumption. In islets, AMPK plays an
important role in regulating insulin secretion and inhibition of AMPK protects beta cells from
apoptosis mediated by either cytokines (IL-1p and IFN-y) and/or induced T cell CD8 + and CD4
+.

AIMS: Given that, both CNTF and AMPK play important role in beta cells and may be used as
therapeutic targets for the treatment of DM1. However, the interaction between these two factors
(CNTF and AMPK) in pancreatic beta cells remains unknown. Thus, the objective of this work
was to investigate the relationship between interaction of AMPK and CNTF on pancreatic beta
cell death, induced by Alloxan or IL-1p.

RESULTS/CONCLUSIONS: Our results indicated that both Alloxan and IL-1 are dependent
of AMPK pathway to induce apoptosis in MING6 cells; CNTF inhibits AMPK pathway in MIN6
cells as well as in islets of newborn Swiss mice; CNTF prevents beta cell death, induced by

Alloxan and IL-1p, through downregulation of AMPK pathway in MING6 cells.
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Descricao do Diabetes

A insulina é fundamental no controle da homeostasia da glicose, dcidos graxos e proteinas.
Sua secrecdo de € feita pelas células beta pancredticas e controlada continuamente, de acordo
com as flutuacdes dos niveis de nutrientes circulantes, e, em especial, da glicose. A secrecdo é
modulada ainda, direta ou indiretamente, por neurdnios, neurotransmissores e agentes
farmacoldgicos. Esse controle multifatorial permite que as células beta secretem insulina em
quantidade e tempo adequados, regulando perfeitamente os niveis de nutrientes no sangue em
diversas condig¢des fisioldgicas, tais como jejum, refei¢do, exercicio fisico, gravidez, lactacdo e
crescimento (1).

A auséncia da insulina (DM1) e/ou a secrecdo aparentemente normal, mas insuficiente para
suplantar a resisténcia a insulina nos tecidos alvo (DM2), levam ao descontrole da homeostasia
de carboidratos, de proteinas e de triglicérides. Esse descontrole na homeostasia dos nutrientes
causa diversos problemas ao organismo, como alteracdo da sintese protéica, e do controle
nervoso central (SNC) da ingestdo alimentar (2) e do tonus vascular periférico (3). Ocorre ainda
acimulo de nutrientes no plasma e dificuldades no processamento intracelular dos mesmos,
levando a reducgdo das fungdes e posterior degeneracio dos sistemas e 6rgaos (4).

O DM tipo 1 € decorrente de uma destruicao total das células beta pancredtica, provocada por
uma acao autoimune. Esse processo € insidioso e pode levar anos para se completar, culminando,
com o passar do tempo, no aparecimento de sintomas clinicos, como hiperglicemia cronica,
polidipsia, politdria e glicosuria. A destruicao das células beta é aguda e agressiva, ocorre falha no
reconhecimento de proteinas especificas das células beta pelo sistema imune e consequente
infiltracdo de neutréfilos ativados nas ilhotas. Os neutréfilos que invadem as ilhotas liberam
peroxido de hidrogénio (H,O,) o que culmina no aumento das concentracdes locais desse
oxidante. Além disso, ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como INF-y (5), TNF-a
(6) e IL-1B (7). A célula beta, por sua vez, possui receptores para estas citocinas inflamatdrias,
que, quando ligadas ao seu receptor especifico, ativam vias de sinalizacdo apoptéticas, de
supressdo da sintese proteica e expressao de Fas na membrana plasmdtica, um marcador para a
ligacdo de linfécitos do tipo T. Apds semanas ou meses (parametros humanos), ha perda quase

total das células beta, sem prejuizo aos demais tipos celulares que compdem a ilhota pancreatica.
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Ao longo dos ultimos anos os estudos de prevencdao de DM1 tém explorado mecanismos para
prevenir a destrui¢ao das células beta, seja impedindo a infiltracdo de neutréfilos ou a acdo das

citocinas inflamatdrias, a fim de evitar a instalagdo dessa patologia (7).

Modelos de Morte de célula beta in-vitro

O DM1 ¢ caracterizado, principalmente, pela infiltracdo de linfécitos (do tipo T-CD* e T-
CD*) e de macrofagos no pancreas devido a uma falha do reconhecimento no sistema autoimune
(8). Essa infiltragdo, por sua vez, desencadeia processos inflamatorios, levando a liberagdo de
6xido nitrico (NO), radicais livres e de citocinas como Interleucina-1p (IL-1 B), Interferon-y
(IFN-y) (9). Essas citocinas pré-inflamatérias ativam caspases € outros mecanismos pro-
apoptoticos e desencadeia morte das células beta por apoptose, levando a uma perda na massa
funcional de célula beta pancreatica (8; 10).

Esses mecanismos podem ser reproduzidos in-vitro com a exposicdo de células beta a
citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B, IFN-y, ou mesmo uma mistura de ambas. Essas
citocinas, em linhagens de células beta, induzem processos apoptdticos e mudancas funcionais
semelhantes aos observados em pacientes pré-diabeticos (8). Dessa forma, esses mecanismos de
inducdo de apoptose em células beta por citocinas tém sido amplamente utilizados como modelo
experimental de Morte de célula beta in vitro, mimetizando a morte dessas células em pacientes
com DM1.

Outro modelo largamente utilizado que mimetiza a morte de célula beta observada no
desenvolvimento do Diabetes é a exposi¢do das células a Aloxana. A Aloxana é um agente
diabetogénico sintético que, por sua alta homologia estrutural com a glicose, penetra as células
beta através do transportador GLUT-2, fato que a torna altamente especifica para as células
secretoras de insulina. Apds entrar na célula beta, essa droga aumenta a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), os EROs, por suas vezes, irdo ativar vias de sinalizacdo de morte

celular. (11).



-21 -

O CNTF

O CNTF € uma citocina pertencente a familia das IL-6, que a exemplo das citocinas IL-
11, LIF, Cardiotrophin-1 e Oncostatin-M. Essa citocina participa de processos extremamente
importantes para o funcionamento da maioria dos organismos complexos que vdo desde a
manutencdo da massa de células nervosas até o controle do balanco energético (13).

O CNTF ¢ produzido, principalmente, nas células da glia localizadas tanto no sistema
nervoso periférico como no sistema nervoso central. Descoberto na década de 80, o CNTF foi
primeiramente identificado como um fator de sobrevivéncia de ganglios ciliares de animais
pertencentes ao género Galliformes, justificando o nome dado a essa citocina: Fator Neurotréfico
Ciliar. No decorrer do tempo e com sua purificacio, o CNTF foi reconhecido como um
importante fator de sobrevivéncia neuronal, mais precisamente, de neurdnios ganglionares
simpéticos e sensoriais. Além disso, foi descoberto que o CNTF desempenha outros efeitos
neurotréficos, tais como: fator de sobrevivéncia de neur6nios parassimpaticos € motores in-vitro
e in-vivo e fator de diferenciacdo de células progenitoras de astrécitos em astrécitos tipo 2 (13;
14).

A localizagdo do CNTF no Sistema Nervoso Central (SNC) € primariamente nos
neurdnios e nas células da Glia, enquanto no Sistema Nervoso Periférico (SNP) ele é encontrado
em altas concentracdes nas células de Schwann. Como ndo possui dominio sinalizador para
exocitose, sugeriu-se que o CNTF é uma proteina citossolica, liberada no meio extracelular em
conseqiiéncia a danos celulares (13; 15).

Depois de secretado, o CNTF encontra em sua célula-alvo seu receptor especifico
localizado na membrana celular e acoplado a uma proteina G (gp130p), assim como todos os
membros da familia da IL-6. Estudos revelam que o receptor para o CNTF existe em todo o
sistema nervoso, em musculos e, em células B pancreaticas. Quando ligado ao receptor o CNTF
estimula vias de sinalizacio que promoverdo, principalmente, a sobrevivéncia e/ou a
diferenciacgao celular (16; 17).

Além dos efeitos sobre a sobrevivéncia celular, o CNTF modula diversos processos
metabdlicos no organismo como um todo. O efeito sist€tmico mais conhecido do CNTF € a

reducdo do peso corporal (18). Acredita-se que o CNTF, através da diminui¢cdo da atividade da
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via da AMPK, € capaz de reduzir a ingestdo alimentar em ratos controle e ratos com resisténcia a
leptina (19).

Além disso, o CNTF € considerado um importante alvo terapéutico no tratamento do DM,
da obesidade e da resisténcia a insulina induzida por obesidade, pois ele tem a capacidade de: (a)
aumentar, em musculo esquelético, a atividade da AMPK promovendo uma maior oxidagdo de
dcidos graxos e, conseqiientemente, maior producdo de ATP (20); (b) estimular a captagcdo de
glicose através da ativacdo da via PI3-quinase (21) e; (c) promover a sobrevivéncia de ilhotas

pancredticas através do aumento de BCL-2 (22) e da ativacdo da via JAK-STAT3 (23).

A AMPK

A Proteina quinase ativada por AMP (AMPK) é uma proteina do grupo das enzimas
energético-sensiveis ativadas pelo estresse celular resultante da deplecdo de ATP, sendo uma
indicadora intracelular de energia-circulante e desempenha um papel fundamental na regulacio
do status energético da célula (24).

A AMPK ¢ uma proteina quinase serina/treonina que contém uma subunidade catalitica (o),
com duas isoformas (al e a2), e duas subunidades regulatérias (B e y) com as seguintes
isoformas: B1, B2, y1, y2, y3. (16). Sua subunidade catalitica o € constituida por um dominio
quinase NH,-terminal seguido por uma sequencia de autoinibi¢cdo (AIS), um dominio de
interacdo com a subunidade B (B-SID) e, possui um sitio de fosforilacio em Thr'’> chave para sua
ativacdo por quinases upstream. A subunidade 3 ¢ formada por dois elementos caracteristicos: (a)
um dominio de ligagdo com o glicogénio (GBD) e, (b) uma sequéncia de ligacio com os
dominios a e y (ay-SBS), responsdvel por estabilizar a conformagdo espacial da molécula. A
subunidade y compreende quatro dominios iguais chamados de motivos CBS ou dominio
Bateman. E nesse dominio Bateman que se encontra o sitio de ligacdo para o AMP e para o ATP
(25; 26).

O controle na atividade da AMPK envolve tanto um controle alostérico, por parte do AMP,

172

como por fosforilagdo reversiva em Thr '~ por quinases upstream, como LKB1 e a CaMKII.

Quando ocorre ativacdo mutua desses dois mecanismos, os efeitos fisiologicos da atividade da
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AMPK aumentam em 3 ordens de grandeza, possibilitando que pequenas mudangas no status
energético celular sejam percebidas de maneira eficiente (27).

A ligagdo do AMP com a subunidade regulatoria y da AMPK promove uma ativagdo
alostérica da enzima, deixando-a mais suscetivel a a¢des de quinases upstream e inibindo a
desfosforilagdo do sitio Thr'"? por fosfatases. Existem duas proteinas capazes de ativar a AMPK
por fosforilacdo do residuo Thr'’* sdo elas: a Quinase hepatica B1 (LKB1) e a Quinase ativada
pelo complexo Calcio-calmodulina (CaMKII) (24; 28).

A LKBI sempre foi considerada upstream a AMPK, pois o seu substrato especifico requer
ativacdo em Thr, como a AMPK. Ainda, posteriormente, descobriu-se que linhagens de células
MEFs, deficientes de LKB1, ndo respondiam aos ativadores de AMPK AICAR e H,O,. A LKB1
€ encontrada na célula em associacao com as proteinas MO25 e a STRAD, formando o complexo
LKB1-MO25-STRAD. Pouco se sabe sobre a formacgdo, funcdo e regulacdo desse complexo.
Contudo, diversos estudos mostram que a ligacdo STRAD-LKBI1 € responsavel pela ativacdo da
LKB1, independente de sua fosforilacdo, pois a STRAD se liga diretamente ao dominio quinase
da LKB1, aumentando em 100 vezes sua atividade, e para que ligagdo STRAD-LKBI1 exista €
necessdria a presenca da proteina MO25, que atua como uma estabilizadora da ligacao (28; 29).
Essa atividade da LKB1, independente de fosforilagdao, promove na célula uma atividade basal de
AMPK. Quando ocorre algum sinal “de estresse” a LKB1 pode ser ativada por fosforilacdo em
Ser428, aumentando assim a atividade basal da AMPK (25; 29).

Alem da LKBI1, a AMPK pode ser ativada por alteracdes das concentragdes citoplasméticas
de Ca®. Recentemente, designou-se a via estimulada pela CaMKII como via alternativa para
ativacdo da AMPK que, parece ser independente das concentracdes do AMP (24; 25).

A ativacdo da AMPK decorre de um controle fino nos trés processos descritos acima (a)
concentragdes de AMP, (b) complexo LKB1 e, (c) sinalizacio do Ca®*. A AMPK §é ativada pela
fosforilagdo de seu residuo tirosina 172 da alca de ativagdo localizado na subunidade catalitica o
(30). Essa ativacdo é causada, principalmente, pelo decréscimo do status energético celular,
gerado por algum estresse que diminui os niveis celulares de ATP, ou seja, a AMPK ¢ ativada
quando a razdo celular de AMP/ATP esta aumentada. Esse fato aumenta a probabilidade de
ligacdo do AMP com os dominios Bateman, localizados na subunidade y, promovendo uma
mudanca conformacional na estrutura da molécula, deixando-a suscetivel a fosforilacdo por

quinases upstream (LKB1) e diminuindo a taxa de desfosforilagdo por fosfatases (31). Além de o
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AMP promover uma melhora na acdo das AMPKK ele ainda ativa alostericamente a AMPK,
desempenhando funcao fundamental no processo de controle da atividade dessa enzima.

Uma vez ativada, a AMPK restaura os niveis citoplasméaticos de ATP, inibindo processos que
consomem ATP e estimulando vias que produzem ATP (32). Esses processos aumentam a
capacidade da célula de restabelecer a homeostasia energética (33). Quando os niveis de ATP
voltam a ser reestabelecidos, diminui a probabilidade da ligacdo do AMP com os dominios
Bateman, fazendo com que a AMPK volte a sua conformagdo original e retorne sua atividade
para niveis basais.

Um dos primeiros substratos da AMPK identificado e relacionado com o controle das
concentracdes intracelulares de ATP foi a ACC, que por sua vez catalisa a producdo de Malonil-
CoA, a partir do Acetil-CoA, a principal fun¢do da Malonil-CoA é diminuir a taxa B-oxidagdo
através da inibigdo da acdo da CPT1. Quando fosforilada pela AMPK em SER**' a ACC tem sua
atividade inibida, reduzindo a produgcdo de Malonil-CoA e aumentando a atividade de CPTI,
promovendo um maior fluxo de substrato para a B-oxidacdo, aumentando a produ¢do de ATP (34;
35).

A AMPK auxilia na manuten¢do da normoglicemia, e evidéncias recentes (36) mostram que a
AMPK desempenha fungdo importe na translocacdo de GLUT 4 para a membrana das células
musculares, que sdo responsaveis pela captagdo de 70% da glicose disponivel (37), além disso, no
figado, essa enzima inibe a gliconeogénese, controlando a liberacdo da glicose hepdética (32).
Sabe-se ainda que, no tecido adiposo, a AMPK desenvolve um importante papel no controle do

fluxo lipogénico e da sintese de dcidos graxos (38).

Interacao entre CNTF, AMPK e células

Assim como todos os outros membros da familia das IL-6, o CNTF usa a via da
glicoproteina gp130 como elemento de transducdo de sinais (17). O complexo receptor funcional
de CNTF (CNTF-R) consiste da gp130, do Leukemia Inhibitory Factor Receptor e do receptor
especifico de CNTF (CNTF-R). Este nao possui dominio citoplasmético e permanece ancorado a

membrana via ligacdo a glicosil-phosphatidil-inositéis. E relatado que a IL-6 inibe a secrecio de
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insulina induzida por glicose em ilhotas de ratos (39; 40), além de potencializar o efeito
(inibitdria) da IL-1P sobre a secrecao de insulina (40).

Além disso, células beta pancredticas expressam receptores para vdarios fatores de
crescimento nervosos (NGFs) e podem ter uma resposta neurotipica a diversos fatores de
diferenciacdo neuronais (41). As ilhotas de Langerhans sdo ricamente inervadas e o CNTF,
presente nas células de Schwann do SNP, pode ter funcdo pardcrina, uma vez que interfere
também em células ndo-neuronais (42).

Entre os efeitos do CNTF sobre o controle glicémico de animais tratados com o polipeptideo,
destacam-se a menor adiposidade em ratos db/db (deficientes em leptina) e a reducdo da
hiperinsulinemia e da hiperlipidemia associadas. Esses efeitos do CNTF foram atribuidos a
menor ingestdo de alimentos associados ao aumento da taxa metabodlica basal desses animais
(43).

Algumas evidéncias da acdo do CNTF sobre as ilhotas pancredticas tém sido relatadas.
O CNTF potencializa o efeito inibitério de IL-1B sobre a secrecdo de insulina, bem como a
sintese de NO estimulada por IL-1B em ilhotas de ratos. Nao se conhece os mecanismos
envolvidos na mediacdo desses efeitos (44). Provavelmente, estdo associados a via da gp130,
uma vez que estes sdo mimetizados pela administracao da IL-6.

O CNTF nao altera o metabolismo da glicose, bem como a sintese de mRNA e de proteinas
necessarias para o evento secretorio. Por outro lado, o CNTF aumenta a sobrevivéncia de células
beta, por meio do aumento consideravel das quantidades de mRNA e de proteinas relacionadas
com a sobrevivéncia celular, como a CX36, PAX4 e BCL-2, ativacdo da via JAK/STATS3, da
diminui¢do da atividade da Caspase-3 e, conseqiientemente, da apoptose (22).

Nas células beta pancredticas, a glicose aumenta a razio ATP/ADP, o que leva ao
fechamento de canais de potdssio ATP-sensiveis (K'arp), actimulo intracelular de K™ e
subseqiiente despolarizacdo da membrana celular. Essa despolarizacdo promove a abertura canais
de Ca* voltagem-dependentes (Ca®*y) e com isso um aumento no influxo e concentragao
citoplasmatica de Ca®. O aumento da [Ca®*] ativa a maquinaria de extrusdo de granulos de
insulina presentes no citoplasma, o que promove maior secre¢ao de insulina (22; 23).

Por aumentar a [ATP] e, com isso, a relagio ATP/ADP, a AMPK parece ser um regulador
importante da secrecdo de insulina (45). A ativagdo da AMPK em células beta pancreaticas

desencadeia um aumento na beta-oxidacdo e um declinio no contetido intracelular de acyl-CoA,
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indicando um aumento nos processos de geracao de ATP e redugdo nos processos de deplecdo
desse nucleotideo (45; 46).

Além disso, a AMPK parece desempenhar papel importante na apoptose de células beta
pancredticas induzida por citocinas inflamatérias, como IL-1B e TNF-a, (10), hipéxia (47) e
apoptose mediada por macréfagos CD* e CD* (10). Nesse caso, a inibicdo da AMPK protege as
células beta pancredticas de apoptose mediada por citocinas como IL-1P e IFN-y e induzidas por
células T do tipo CD8" e CD4". Um dos principais mecanismos propostos para a inducio de
apoptose pela AMPK € o aumento da expressao de iNOS e conseqiiente producdo de NO. Assim,
a AMPK tém se mostrado um provavel alvo terapéutico na preven¢do de doencas pancreaticas

auto-imunes como o DM1 (10).
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OBJETIVOS
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Diante do exposto, pode-se concluir que tanto o CNTF quanto o AMPK desempenham
funcdes importantes em diversos tipos celulares, em especial, nas células beta pancreéticas,
controlando sua sobrevivéncia (22) e alterando seu estado metabdlico (32). Contudo a interacdo
entre esses dois fatores (CNTF e AMPK) nessas células permanece desconhecida. Assim, o
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da interacdo CNTF-AMPK em células beta e se essa
interacdo estd relacionada com o aumento de sobrevivéncia promovida pelo CNTF (22). Para

1SS0:

1. Estudamos os efeitos do CNTF sobre a AMPK, em linhagem de células beta MING6 e
ilhotas isoladas de camundongos neonatos, analisando a expressdo de proteinas

relacionadas com a via da AMPK, como a LKB1, CaMKII, AMPK e ACC;

2. Verificamos se os danos causados pela Aloxana e pela IL-1B em c¢lulas MIN6 sao

mediados pela via da AMPK;

3. Verificamos se o CNTF protege células MIN6 contra a morte celular induzida por

Aloxana e por IL-1p;

4. Verificamos se os efeitos do CNTF sobre AMPK estdo relacionados com a prote¢do de

células MING6 contra a morte celular desencadeada por Aloxana e por IL-1p.
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METODOLOGIA
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Cultura Celular

Foram utilizadas linhagens de células permanentes produtoras de insulina MING6. Essas células
foram mantidas em placas de cultura estéril (TPP, Trasadingen, Switzerland) contendo meio
RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA), acrescido de glicose 11 mM, com 10% (durante a fase de
expansdo da colonia) ou 2% (durante o tratamento experimental) de soro fetal bovino (FCS)
(Nutricell, Campinas, Brasil), 100 U/ml de Penicilina (Sigma, St Louis, USA) e 100 ug/ml de
Estreptomicina (Sigma, St. Louis, USA), em atmosfera umedecida contendo 5% CO,, a

temperatura constante de 37°C. Posteriormente, as células foram incubadas na auséncia

(Controle) ou presenca (CNTF) de 1 nM de CNTF, com ou sem a adi¢do de Aloxana ou IL-1.

Inibicao do siRNA

Foram semeadas 2.10° células em cada poco de uma placa de seis pocos. Posteriormente, as
c€lulas foram incubadas por 24 horas em meio RPMI contendo 10% de SFB. A seguir, as células
foram lavadas com 1 ml de meio RPMI sem a adi¢do de antibidtico e SFB. Apds a lavagem,
adicionou-se 1 ml de meio RPMI contendo 5 pl de lipofectamina e 300 nM de siRNA especifico
para a AMPK (siRNA AMPKal, Santa Cruz Biotechnology, sc-29674), sem antibidtico e SFB.
Ap6s 6 horas foi acrescido 1 ml de meio RPMI sem lipofectamina mas contendo 200 U/ml de
Penicilina, e 200 ug/ml de Estreptomicina e 20% de SFB. Depois de 24 horas o meio foi aspirado
e as células foram incubadas na auséncia (Controle) ou presenga (CNTF) de 1 nM de CNTF, com
ou sem a adi¢do de Aloxana ou IL-1PB. Protocolo desenvolvido segundo as especificagdes do

fabricante.

Animais

Foram utilizados camundongos SWISS neonatos com 1-3 dias de vida, provenientes do biotério

central da UNICAMP.
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Desenho experimental realizado em células

Células MING, proveniente do nosso estoque, mantido em nitrogénio liquido, foram divididas
primeiramente em dois grupos: (a) Controle e (b) AMPK-kd. As células do grupo Controle ndo
receberam qualquer tipo de tratamento. As células AMPK-kd foram cultivadas com 200 uM de
siRNA especifico para a proteina AMPK e o protocolo experimental para tal inibi¢dao foi
desenvolvido conforme as indica¢des do fabricante. Depois disso, as células Controle e AMPK-
Kd foram cultivadas por 3 dias na presenca ou auséncia de 1 nM de CNTF, com ou sem a
posterior exposicao por 24 horas a 50 mM de Aloxana ou 10 ng/ml de IL-1B. Apds o periodo de

incubacdo as células foram retiradas da cultura e processadas.
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FIG.1 — Representacdo esquematica do desenho experimental realizado em células beta MING.
Células Controle e Células AMPK-kd (*) foram tratadas com Aloxana ou Interleucina-1p na
presenga ou auséncia de CNTF.
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Ensaio de fosforilacao in-vitro

Células MING6 foram submetidas a um ensaio de fosforilagdo, que constituiu na adicdo de 1 nM
de CNTF no meio de cultura foi adicionado apds 5, 15 e 45 min, as proteinas foram extraidas
para avaliacdo os efeitos do CNTF sobre a atividade da via da AMPK. O desenho do ensaio de

fosforilacdo in-vitro esta representado, de maneira esquemadtica, na Figura 3.
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FIG.2 — Representagdo esquematica do ensaio de fosforilacao
realizado em células MIN6. Células MIN6 Controle foram
expostas a 1 nM de CNTF e, apés 0, 5, 15 e 45 min foram
retiradas do meio para andlise dos niveis de fosforilacdo das
proteinas AMPK, ACC, LKB1 e CaMKII.

Ensaio de fosforilacao in-vivo

Camundongos Swiss neonatos (1-3 dias de vida) foram submetidos a um ensaio de fosforilagao e.
para isso, receberam uma dose de 0,1 mg/Kg de CNTF intraperitoneal. Apds 5, 15 e 45 min da
administracdo do CNTF foram sacrificados para extracdo do pancreas e isolamento das ilhotas.
As proteinas insulares foram isoladas por método convencional para avaliacdo dos efeitos do
CNTF sobre a atividade da via da AMPK. O desenho do ensaio de fosforilacdo in-vivo esta

representado, na Figura 3.
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FIG.3 — Representagdo esquemadtica do ensaio de fosforilagdo
realizado em Camundongos Swiss. Os animais receberam
intraperitonealmente, 0,1mg/kg de CNTF e, ap6s 0, 5, 15 e
45 min tiveram as ilhotas isoladas pelo método de digestdo
do pancreas com colagenase. As proteinas insulares foram
separadas para andlise dos niveis de fosforilagdio da AMPK,
ACC, LKB1 e CaMKII.

Isolamento de Ilhotas Pancreaticas

Camundongos Swiss neonatos foram mortos por decapitacdo e apds incisdo abdominal o
pancreas foi retirado e transferido para um tubo de 15 ml contendo solu¢dao de Hanks enriquecida
com 1 mg/ml de colagenase. O pancreas na solucdo de Hanks foi mantido em banho a 37°C por
17 min. Ao final deste periodo foi realizada uma leve agitacdo de 15 segundos para facilitar a
desagregacdo do tecido pancredtico. A digestdo do tecido foi interrompida mediante a adi¢ao de
Hanks a 4°C. O material foi centrifugado em solu¢do de Hanks quatro vezes para a remoc¢ao da
colagenase e enzimas digestivas liberadas durante a incubagdo. As ilhotas, completamente
separadas do tecido acinar, foram coletadas uma a uma, por aspiragdo com o auxilio de pipeta
Pasteur, previamente estirada e siliconada.

Identificacao e quantificacao protéica por imunobloting.

Apés a extracdo protéica com tampao de 8M de uréia, com coquetel anti-protease, contendo: 100

mM de Tris pH 7,5; 10 mM de pirofosfato de sédio; 100 mM de fluoreto de sédio, 10 mM de
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EDTA; 10 mM de Ortovanadato de s6dio; 2 mM de PMSF; e 1% de Triton-X 100 as amostras
foram sonicadas e centrifugadas a 10.000g por 10 min. A quantificacdo protéica foi realizada
pelo método de Bradford. As amostras foram entdo incubadas a 100°C por 3 min em 4 pl de
Tampao de Laemmli 5x (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M, glicerol 50%, SDS
10%) contendo DTT. Para corrida eletroforética foi utilizado gel bifdsico: gel de empilhamento
(EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM, pH 6.7) e gel de resolu¢do (EDTA 4 mM, SDS
2%, Trisma base 50 mM, pH 8.9). A corrida foi efetuada a 90 V por aproximadamente 1,5 horas
com Tampao de Corrida (Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0.4%),
diluido 1:4. As amostras foram transferidas para uma membrana de Nitrocelulose (BioRad)
durante 2 horas a 120 V em gelo, banhada com Tampao de Transferéncia (Trisma base 25 mM,
glicina 192 mM). Apos transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em
solugdo de TBS por 5 horas a 4°C. As proteinas relacionadas ao estudo foram detectadas na
membrana de nitrocelulose por incubagcdo por 5 horas a temperatura ambiente, com anticorpo
especifico (AMPK: AMPKa, Cell signaling#2532; fosfoAMPK: phosphoAMPKo™'"* Cell
Signaling#2535; ACC: Acetyl CoA Carboxylase, Cell Signaling#3662; fosfoACC: phospho-
Acetyl CoA Carboxylase Cell Signaling#3661; LKB1: LKB1, Cell Signaling#3050; fosfoLKB1:
LKB1%*®, ab63473, Abcam; CamKIIl: CaMKII ab3908, Abcam; fosfo-CaMKII: CaMKIT™*,
ab63377, Abcam; GAPDH: GAPDH sc-35778, Santa Cruz). Em seguida, a membrana foi
incubada por 2 horas com o anticorpo policlonal anti-IgG (dilui¢do 1:1000 em TBS com 2% de
leite desnatado). Passado este periodo, as membranas foram lavadas com TBS, incubadas por 5
min com reagentes de quimiluminescéncia (Pierce Biotechnology, USA) e expostas em cassetes a
filmes de raio-X (Kodak, AM, Brasil). A intensidade e quantificacdo das bandas foram avaliadas
por densitometria (Scion, Image, Frederick, MD, USA), sendo os valores de densitometria das
bandas normalizados pelos valores de densitometria do controle interno GAPDH. Para analise da
fosforilagdo protéica, os valores da densitometria das proteinas fosforiladas foram normalizados

pela expressao das proteinas totais (Fosforilacdo proteica = proteina fosforilada/ proteina total).

Extracdo de mRNA

O RNA total foi extraido de células MIN6 incubadas na auséncia (Controle) ou presenca (CNTF)

de 1 nM de CNTF, com ou sem a adi¢do de Aloxana ou IL-1p, através da adicdo de 1 ml de
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Trizol (GIBCO BRL - Life Technologies). As células foram homogeneizadas em voértex e
incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Em cada amostra, 300 uL de cloroférmio foram
adicionados e as amostras vigorosamente homogeneizadas durante 15 segundos. Apds incubacdo
de 3 min a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000g x 15 min a 4°C. O
volume correspondente a fase aquosa foi transferido para outro tubo e o RNA precipitado pela
adi¢do de 500 uL de isopropanol, seguido de incubacdo por 10 min a temperatura ambiente.
Nova centrifugacdo a 12.000 g x 15 min a 4°C foi realizada e os pellets obtidos foram lavados
com 1 mL de etanol 75% e centrifugados a 7500g x 10 min a 4°C e, posteriormente, lavados com
I mL de etanol 100%. O etanol foi descartado e o pellet parcialmente seco em estufa a 37°C. As
amostras foram ressuspedidas em 15 pL de dgua previamente tratada com DEPC. A integridade
do RNA obtido foi verificada por eletroforese em gel de agarose denaturante, para visualizacao
das unidades ribossomais 28S e 18S apds coloragdo com brometo-de-etideo, e a quantificacdo
realizada através de leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em aparelho Genequant (Pharmacia

Biotech).

Obtencao de cDNA a partir de RNA total

A reacgdo da transcriptase reversa foi realizada a 42°C durante 50 min, em 20 pL. de uma mistura
contendo 3 pug 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 + 200 U da enzima Super Script II RNase
H Reverse Transcriptase (GIBCO BRL — Life Technologies).

Real Time RT-PCR

Foi realizado pelo método Syber Green Master Mix (Applied Biosystem), usando um fluoréforo
que se liga somente a DNA dupla-fita. As reacdes foram realizadas usando o sistema de deteccao
DNA (StepOne — Real Time PCR Systens, Applied Biosystem). O volume total utilizado nas

reacoes foi de 15 pl. Primeiramente, as amostras foram desnaturadas a 94°C por 2 min e em
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seguida passaram por 45 ciclos de PCR. Cada ciclo compreendeu as seguintes etapas em
seqiiéncia: Melting a 94°C por 30 segundos , annealing 62-65°C por 30 segundos, e extensdo a
72°C por 30 segundos. Cada amplificacdo por PCR foi feita em duplicata. Os parametros ideais
para cada reacdo foram definidos empiricamente, e a pureza dos produtos de amplificacdo foi
determinada pelas melting curves. Foi utilizado o gene f-act como controle interno.

Foram utilizados os seguintes primers:

AMPK:

Sense: 5’-CAAAGCCGACCCAATGAC-3’

Anti-sense: 5’- TCTTCCTTCGCACACGC-3’

ACC:

Sense: 5’-CCGCCTCTTCCTGACAAAC-3’

Anti-sense: 5’-GGTCCCTGCTTGTCTGGATA-3’

LKBI1:

Sense: 5’-GCAGAGAAAACCCAGAGCG-3’

Anti-sense: 5’-CTGTGGTTGGTCGTGTTGTC-3’

CaMKII:

Sense: 5’-GTGCCTTGCCTGGTGTTGCT-3’

Anti-sense: 5’-CCTCCGCTCTTCCCTCCTGTGG-3’

iNOS:

Sense: S’CCACGGACGAGACGGATAGGC-3’

Anti-sense: 5’GCAGGAAGGCAGCGGGCACA-3’

B-ACT:

Sense: 5’-AGAGGGAAATCGTGCGTGACA-3’

Anti-sense: 5’CGATAGTGATGACCTGACCGTCA-3’

Fragmentacao de DNA

O DNA foi isolado das células beta MING6 e separado em fragmentados ou integros pelo método

Trizol/Triton. A seguir, foram quantificados pelo método Sybr-Green, em ng/ml de DNA. Os

resultados foram expressos em DNA fragmentado/DNA total (32).
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Analise Estatistica

Todos os dados deste trabalho foram analisados pelo teste ANOVA two-way seguido de pds-teste
de Bonferroni. As andlises foram feitas pela utilizacdo do programa GrapfPad Prism 4 e Origina
4. O nivel de significancia adotado para as andlises foi p < 0,01 para RT-PCR e p<0,05 para os

demais experimentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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A AMPK desempenha funcdes importantes no controle do metabolismo celular (25; 48),
e, em particular, é conhecida pela sua a¢do na apoptose induzida por citocinas inflamatdrias,
como IL-1B e TNF-a, (10), hipéxia (47) e apoptose mediada por macréfagos CD* e CD* (10).
Além disso, a AMPK modula a expressdao de iNOS e a producdo de NO, processos que podem
levar a apoptose (49; 50).

O CNTF € uma citocina anti-inflamatéria conhecida por promover a sobrevivéncia celular
e, em alguns tecidos, a diferenciacdo celular (44). Em ilhotas pancredticas o CNTF diminui a
secrecdo de insulina estimulada por glicose (44) e reduz a morte celular induzida por IL-10 (22).
O CNTF modula a atividade da via da AMPK em diversos tecidos. Em musculo, o CNTF ativa a
AMPK que, através da inativagdo por fosforilagdo da ACC, aumenta a producdo de ATP (20). No
hipotdlamo o CNTF diminui a ingestdo alimentar através da diminuicdo da atividade da via da
AMPK (19).

Diante dessas informagdes, nosso primeiro passo foi avaliar os possiveis efeitos do CNTF
sobre a modulagdo da via da AMPK em células tumorais secretoras de insulina, MING6. Para isso,
analisamos a fosforilacio da AMPK e de proteinas upstream (LKB1 e CaMKII) e downstream
(ACC) a ela. Através de um ensaio agudo de fosforilacdo, observamos que o CNTF reduziu de
maneira tempo-dependente a fosforilacdo das proteinas quinases LKB1 (Fig.4B) e CaMKII
(Fig.4C) bem como da prépria AMPK (Fig.4D). Além disso, o CNTF reduziu de maneira tempo-
dependente a fosforilacdo do principal substrato da AMPK, a ACC (Fig.4E). Assim, concluimos
que o CNTF inibiu a via da AMPK.

O proximo passo foi avaliar se os efeitos do CNTF sobre a AMPK em células MIN6
ocorrem também in vivo. Para isso realizamos ensaio de fosforilagdo aguda em ilhotas de
camundongos neonatos Swiss, tratados ou ndo com CNTF. Os resultados desse ensaio vao ao
encontro dos observados in-vitro. O CNTF reduziu, de maneira tempo-dependente, a fosforilacao
da AMPK (Fig.5D) bem como a fosforilagdo das proteinas LKB1 (Fig.5B), CaMKII (Fig.5C) e
ACC (Fig.5E). Esses resultados mostram que, assim como em células MIN6, o CNTF inibiu a via

da AMPK em ilhotas de camundongos Swiss.
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Fig.4 — Ensaio de fosforilacio in vitro — Analise da fosforilagdo das proteinas envolvidas na via da AMPK
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Wester blot, com a utilizacdo de anti-corpos especificos (ver métodos). (A) Imagem representativa das
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Fosforilagao da AMPK (pAMPK/AMPK). (E) Fosforilagdo da ACC (pACC/ACC). Os resultados sao
apresentados em % do tempo 0. Letras diferentes representam diferencas estaticamente significativas e

p<0,05.
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A Aloxana e a IL-1p s@o agentes diabetogénicos que promovem a morte de células beta
pancredticas por mecanismos distintos. A Aloxana, depois de entrar na célula beta via
transportador GLUT?2, gera espécies reativas de oxigénio (51), aumento da expressdao de iNOS e
conseqiiente producdo de NO (52) e, aumento do influxo de célcio, este dltimo por mecanismos
ainda desconhecidos (51; 52). A IL-1B, ao se ligar no seu receptor na membrana celular, induz
uma cascata de sinalizacdo que culmina na ativagdo de NFkB, clivagem de caspases efetoras e,
finalmente, fragmentacdo de DNA (6).

E descrito na literatura que a AMPK desempenha fungio importante na morte de células
beta, induzida por IL-1p, visto que em células beta que tiveram a AMPK inibida a IL-1f falhou
em provocar apoptose, sendo que quando a AMPK estava constitutivamente ativa a apoptose,
induzida por IL-18, foi maior em comparag¢do com as células controle. Esses resultados mostram
que a AMPK modula alguns processos envolvidos na morte celular induzida por citocinas (10).

Sabe-se que a Aloxana promove um desequilibrio no estado redox celular especialmente
nas células secretoras de insulina. A Aloxana aumenta a producdo de iINOS, promovendo uma
cascata de sinalizacdo que ird culminar na morte celular (52). Interessante notar que a AMPK
também modula a expressao de iNOS nas células de modo geral e que, portanto, pode interferir
com a morte celular (50; 53).

Diante dessas informacdes e sabendo-se que o que o CNTF protege ilhotas pancreéaticas
contra morte celular induzida por apoptose (22) e, considerando-se que o CNTF reduz a ativacao
da via da AMPK em células beta MIN6 (Fig.4A-E) e em ilhotas de camundongos (Fig.5A-E),
nossa proxima abordagem foi estudar os mecanismos envolvidos nesses processos. Para isso,
avaliamos em células MING controle e em MIN6 que tiveram a AMPK reduzida (AMPK-kd) se:
(a) a AMPK estd envolvida na apoptose de células beta MING induzida por Aloxana e por IL-1,
(b) o CNTF protege as células beta MIN6 da apoptose induzida por Aloxana e por IL-1p e: (c)
esses efeitos estdo, de alguma forma, relacionados a reducio da ativacdo da via da AMPK pelo
CNTF.

Para melhor desenvolvimento dos experimentos, optamos em produzir células MIN6 com
uma diminuicdo na expressdo proteica da AMPK. Para obter essas células MIN6 AMPK-kd
fizemos uso de um RNA de interferéncia para a AMPK que se mostrou ser eficiente e especifico,
pois reduziu em aproximadamente 70% a expressao da AMPK (Fig.06) em comparacdo com o

controle, com o veiculo e com o Scramble.
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Os resultados mostraram que o CNTF diminuiu a fosforilagdo da AMPK (Figs.7D/H),
através da reducdo da fosforilagdo da CaMKII (Figs.8C/F) e ndo por um efeito direto na ativacao
da LKB1 (Figs.8B/E) em células MIN6 Controle e AMPK-kd. Por outro lado, a Aloxana
aumentou a fosforilacdo da CaMKII (Fig.8C), da LKB1 (Fig.8B) e, conseqiientemente, da AMPK
(Fig.7D). A IL-1B, por sua vez, ndo alterou a atividade da CaMKII (Fig.8F) mas, aumentou a
fosforilagdo da LKB1 (Fig.8E), e da AMPK (Fig.7H). O CNTF, por sua vez, preveniu o aumento
da fosforilagdo da CaMKII (Fig.8F) e da LKB1 (Fig.8E), induzido por Aloxana, bem como o
aumento da fosforilagdo da LKB1 (Fig.8E), induzido por IL-1f, tanto em células controle quanto
em células AMPK-kd. Finalmente, o CNTF preveniu o aumento da fosforilacdo de AMPK,
induzido por Aloxana (Fig.7D) e IL-1pB (Fig.7H), apenas em células controle.

Com base nos resultados obtidos com as proteinas upstream a AMPK (LKB1 e CaMKII)
e com a propria AMPK ja descritos acima, avaliamos a fosforilacdo da ACC, um substrato chave
na cascata de sinalizacdo da AMPK. Sabe-se que a AMPK inativa, por fosforilagdo, a ACC
promovendo maior fluxo de substrato para a f-oxidagdo mitocondrial e, com isso, 0 aumento nas
concentragdes intracelulares de ATP. Os niveis de fosforilagdo da ACC foram reduzidos pelo
CNTF em células controle (Figs.9B/D). Por outro lado, Aloxana (Fig.9B) e IL-1B (Fig.9D)
aumentaram a fosforilacio da ACC. Este aumento foi prevenido pelo CNTF (Figs.9B/D). Os
niveis da fosforilacdo da ACC em células AMPK-kd foram semelhantes entre as diferentes
condi¢des experimentais, entretanto, menores em comparacdo com as células controle
(Figs.9B/D).

Esses resultados mostram que o CNTF, a exemplo do que ocorreu com exposicao aguda,
reduziu a atividade de proteinas ativadoras da via da AMPK em um tempo prolongado e impediu
o aumento da atividade dessas proteinas pelos agentes diabetogénico Aloxana e IL-1f, sugerindo
que: (a) o efeito protetor do CNTF pode ser via AMPK, (b) o fato da IL-1p depender da AMPK
para gerar morte celular pode estar relacionado com a LKB1 (10), e (¢) a morte celular provocada
pela Aloxana pode estar relacionada com o aumento do influxo de Ca™ e conseqiiente ativagao

da via CaMKII-AMPK (51).
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Fig.6 — Validaciio de um modelo de inibi¢io da AMPK. Foram semeadas 2.10° células MIN6 em cada
poco de uma placa de seis pocos. Posteriormente, as células foram incubadas por 24 h em meio RPMI
contendo 10% de SFB. A seguir, as células foram lavadas com 1 ml de meio RPMI sem antibidtico e sem
SFB. Ap6s a lavagem, foram adicionados 1 ml de meio RPMI sem antibidtico e sem SFB contendo 5pl de
lipofectamina e 200nM de siRNA especifico para a AMPK ou 200nM de siSCRAMBLE e, apds 6 horas,
foi acrescido 1 ml de meio contendo duas vezes a concentragdo de antibidtico e 20% de SFB. Depois de 24
horas as células foram incubadas com as condi¢cdes experimentais. Protocolo desenvolvido segundo as
especificacdes do fabricante. Os resultados estdo expressos em % do Controle. As concentragdes da AMPK
foram avaliadas por Western Blotting. *p<0,05
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Fig.7 — Expressao Proteica da AMPK e pAMPK — Andlise da fosforilagdo da AMPK em Células
MING6 com ou sem a inibi¢do da AMPK, expostas por 24 h a 10 nM de Aloxana ou 10 ng/ml de IL-1§
com ou sem pré-tratamento por 3 dias com 1 nM de CNTF. As proteinas foram avaliadas por Wester
blot, com a utilizagdo de anti-corpos especificos (ver métodos). (A) Imagens representativas das
proteinas AMPK, pAMPK e GAPDH. (B) Niveis de AMPK total (AMPK/GAPDH). (C) Niveis de
AMPK fosforilada (pAMPK/GAPDH). (D) Fosforilagdo da AMPK (pAMPK/AMPK). (E) Niveis das
proteinas AMPK, pAMPK e GAPDH. (F) Niveis de AMPK total (AMPK/GAPDH). (G) Niveis de
AMPK fosforilada (pAMPK/GAPDH). (H) Fosforilacio da AMPK (pAMPK/AMPK). Os resultados
estdo apresentados em % do Controle. Letras diferentes representam diferengas estaticamente
significativas. *Controle vs AMPK-kd. p<0,05.
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Fig.8 — Fosforilacio da LKB1 e CaMKII — Andlise da fosforilagdo da LKB1 e CaMKII em Células MIN6
com ou sem a inibicdo da AMPK, expostas por 24 h a 10 nM de Aloxana ou 10 ng/ml de IL-1 com ou sem
pré-tratamento de 3 dias com 1 nM de CNTF. As proteinas foram avaliadas por Wester blot, com a utilizacao
de anti-corpos especificos (ver métodos) (A) Imagens representativas das proteinas LKB1, pLKB1, CaMKII,
pCaMKII e GAPDH. (B) Fosforilagio da LKB1 (pLKBI/LKB1). (C) Fosforilagio da CaMKII
(pCaMKII/CaMKII). (D) Imagens representativas das proteinas LKB1, pLKB1, CaMKII, pCaMKII e
GAPDH. (E) Fosforilacdo da LKB1 (pLKB1/LKB1). (F) Fosforilagdo da CaMKII (pCaMKII/CaMKII). Os
resultados estdo apresentados em % do Controle. Letras diferentes representam diferengas estaticamente
significativas e p<0,05.
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Fig.9 — Fosforilacio da ACC — Anadlise da fosforilagio da ACC em Células MIN6 com ou sem a
inibicdo da AMPK, expostas por 24 h a 10 nM de Aloxana ou 10ng/ml de IL-1B com ou sem pré-
tratamento de 3 dias com 1nM de CNTF. As proteinas foram avaliadas por Wester blot, com a utilizagio
de anti-corpos especificos (ver métodos) (A) Imagens representativas das proteinas ACC total e sua
forma fosforilada e da GAPDH. (B) Fosforilagdo da ACC (pACC/ACC). (C) Imagens representativas das
proteinas ACC total e sua forma fosforilada e da GAPDH. (D) Fosforilagdo da ACC (pACC/ACC). Os
resultados estdo apresentados em % do Controle. Letras diferentes representam diferengas estaticamente
significativas e p<0,05.

Além de analisar os efeitos do CNTF, da Aloxana e da IL-1P sobre a expressdo e
fosforilagdo das proteinas AMPK, LKB1, CaMKII e ACC, investigamos também os efeitos do
CNTF, da Aloxana e da combinacdo de ambos sobre as concentracdes do mRNA dessas
proteinas, e verificamos que o CNTF e a Aloxana ndo alteraram os niveis de mRNA das proteinas
AMPK (Fig.10C), LKB1 (Fig.10A), ACC (Fig.10D). No entanto, observamos que a Aloxana
aumentou os niveis de mRNA da CaMKlla e que o CNTF preveniu, parcialmente, esse efeito
(Fig.10B). Observamos também uma reducdo nos niveis de mRNA da AMPK nas células

AMPK-kd em relagao as células controle (Fig.10C).
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Fig.10 — Concentracio de RNA mensageiro da LKB1, CaMKII, AMPK e ACC. Niveis de mRNA da
LKB1, CaMKII, AMPK e ACC em células MIN6 Controle ou AMPK-kd (200 uM de siRNA para AMPK),
expostas por 24 h a 10 nM de Aloxana ou 10 ng/ml de IL-1 com ou sem 1nM de CNTF mensurado através do
Real Time RT-PCR. (A) Niveis de mRNA da LKB1 (LKBI1/B-act). (B) Niveis de mRNA da CaMKII
(CaMKII/B-act). (C) Niveis de mRNA da AMPK (AMPK/B-act). (D) Niveis de mRNA da ACC (ACC/B-act).
Os valores foram normalizados pelo controle interno B-act e estdo expressos em % do Controle. Letras
diferentes representam diferencas estaticamente significativas. *Controle vs AMPK-kd. p<0,01.

Visto que a Aloxana aumenta a expressao da iNOS e que a AMPK ¢é capaz de modular

essa expressao, analisamos também os niveis de iNOS em células MIN6 controle e AMPK-kd

tratadas com CNTF e/ou Aloxana. Observamos que o CNTF diminuiu em aproximadamente 40%

os niveis de mRNA da iNOS, enquanto a Aloxana aumentou essa expressdo em 15 vezes

(Fig.11). Ainda, o CNTF preveniu a acdo da Aloxana sobre a expressao de iNOS (Fig.11),

sugerindo que essa citocina protege as células beta contra o estresse nitrosilativo reduzindo a

morte celular por Aloxana. A expressdao de iNOS se mostrou menor nas células AMPK-kd para

todos as condi¢cdes experimentais em comparagdo com as células MIN6 Controle (Fig.11),
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evidenciando, mais uma vez, a importincia da AMPK no aumento da expressdo de iNOS e,
possivelmente, na producao de NO e morte celular. Além disso, o aumento na expressao de iNOS
induzido por Aloxana foi menor nas células AMPK-kd (Fig.11), indicando a participacdo da
AMPK na inducdo de expressdo de iNOS por Aloxana. Finalmente, em células AMPK-kd o
efeito protetor do CNTF contra o aumento da expressdo de iNOS foi inibido, confirmando que a

ativacdo de AMPK ¢ importante para seus efeitos anti-apoptéticos em células beta.
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Fig.11 — Concentracao de RNA mensageiro da iNOS. Niveis de mRNA da iNOS (iNOS/B-
act) em células MIN6 Controle ou AMPK-kd (200 uM de siRNA para AMPK), expostas por 24
h a 10 nM de Aloxana ou 10 ng/ml de IL-1B com ou sem 1nM de CNTF mensurados através do
Real Time RT-PCR. Os resultados estdo apresentados em % do Controle. Letras diferentes
representam diferengas estaticamente significativas e p<0,01.

Considerando que o CNTF € capaz de: (a) promover downregulation na via da AMPK,
(b) reverter o aumento da via da AMPK induzido por Aloxana e IL-1 e, (c) prevenir o aumento
de iNOS induzido por Aloxana, decidimos verificar parametros relacionados a apoptose, como
clivagem de caspase-3 e fragmentacdo de DNA em células MING6 controle e AMPK-kd expostas
a Aloxana a IL-1p, com ou sem um pré-tratamento com CNTF.

Observamos que em células MING6 controle o CNTF diminuiu, em aproximadamente

60%, a clivagem da caspase-3 (Fig.11B/D). Por outro lado, Aloxana e IL-1p aumentaram a
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clivagem da caspase-3 em 150% (Fig.11B) e 100% (Fig.11D), respectivamente. Ainda, o efeito
da Aloxana e da IL-1P no aumento de clivagem de caspase-3 em células MIN6 foi anulado pelo
CNTF (Fig.11B/D), mostrando que seu efeito protetor, observado em ilhotas pancredticas (22),
também foi presente em células MIN6. Com esses resultados podemos concluir que o CNTF
promove, em células MIN6, uma protecdo contra a morte celular induzida por Aloxana e por IL-
1B, diminuindo a clivagem de caspase-3.

Quando a AMPK foi parcialmente inibida pelo siAMPK o aumento da clivagem de
caspase-3, induzida por Aloxana e por IL-1B, foi menor em comparacio com o controle
(Fig.11B/D). Nessas células, o efeito do CNTF na diminuicdo da clivagem de caspase-3 e na
protecdo contra a morte celular, induzidas pelos agentes citados acima, foi significativamente
menor em comparacdo com as células Controle (Fig.B/D). Esses resultados sugerem que a
inducdo da morte celular pela Aloxana e IL-1B bem como o efeito protetor do CNTF dependem
da via da AMPK.

Aloxana e IL-1B aumentaram em 17 e 4,5 vezes, respectivamente, a fragmentacdo de
DNA (Figs.11C e 11F) em células MING6 controle. O CNTF preveniu a agdo desses dois agente
diabetogénicos (Figs.11C/F) mostrando, mais uma vez, que o CNTF protege essas células contra
a morte celular induzida por Aloxana e IL-1B. Em células AMPK-kd, os efeitos da Aloxana e da
IL-1 na fragmentacio de DNA foi menor quando comparado com células Controle
(Figs.11C/F), mostrando que tanto a Aloxana quanto a IL-1p promovem morte celular através da
ativacdo da via da AMPK. Nas células AMPK-kd ndo observamos o efeito protetor do CNTF
contra a morte celular induzida por Aloxana e por IL-1B, o que nos permite concluir que esse

efeito protetor é dependente da via AMPK.
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Fig.12 — Clivagem de Caspase-3 e Fragmentacio de DNA. Niveis de clivagem de Caspase-3 e
fragmentacdo de DNA Células MIN6 com ou sem a inibicio da AMPK, expostas por 24 h a 10 nM de
Aloxana ou 10ng/ml de IL-1 com ou sem pré-tratamento de 3 dias com 1nM de CNTF. (A) Figuras
representativas dos niveis proteicos da Caspase-3 total e clivada e GAPDH. (B) Clivagem de Caspase-3
(Caspase-3 clivada/total) (C) Fragmentagdo de DNA (DNA fragmentado/total) (D) Figuras representativas
dos niveis protéicos da Caspase-3 total e clivada e GAPDH (E) Clivagem de Caspase-3 (Caspase-3
clivada/total) (F) Fragmentagdo de DNA (DNA fragmentado/total. Resultados da Clivagem de Caspase-3
apresentado em % do Controle. Resultados da Fragmentagdo de DNA apresentado em aumento do controle.
Letras diferentes representam diferengas estaticamente significativas e p<0,05.
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CONCLUSOES
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Com bases nesses resultados podemos concluir que:

1. O CNTF modula a via da AMPK, visto que em células beta tumorais MIN6 e em ilhotas
isoladas de camundongos neonatos, o CNTF reduziu a fosforilagdo da AMPK e da ACC

através, principalmente, da redugdo da fosforilacdo da CaMKII;

2. A morte de células MING6 induzida por Aloxana depende da ativacdo da via da AMPK
pela CaMKII, enquanto a morte de células MING6 induzidas por IL-1f depende da ativagcao
da AMPK pela LKB1;

3. O CNTF protegeu as células MIN6 contra a morte celular induzida por Aloxana e por

IL-1p através da inibicdo da via CaMKII-AMPK-iNOS;

4. O efeito protetor do CNTF contra a morte celular induzida por Aloxana e IL13 depende
da inibicao via da AMPK, uma vez que esse efeito nao foi observada nas células AMPK-
kd. Além disso, esse efeito parece ser independente da relacio AMP/ATP, visto que o
controle da via da AMPK pela CaMKII independe dessa relagdo e que o CNTF atua
através da redugao da CaMKII;
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