UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

/,f‘

INSTITUTO DE BIOLOGIA /' SECRETARIA

DE
POS-GRADUACAD |

e R

s

SANDRA MARA FERREIRA

“ARHGAP21 INIBE A SECRECAO DE INSULINA
ESTIMULADA POR GLICOSE ATRAVES DA MODULACAO DA

FAK, CDC42 E PKCC”

T — P A M

esponde & redagao fine . |
i Dissertagdo apresentada ao Instituto de

da tese defendida pelo(a) candidato (@) Biologia para obtencdo do Titulo de
;q,,&w— /-Q\c'txb R,(m;w, Mestre em Biologia Molecular e

.= -ﬂ_.u.&'/ Funcional, na area de Fisiologia.

e aprovada pela Comiss&o Julgadora.

e

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Boschiero
Co-orientador: Prof. Dr. Everardo Magalhaes Carneiro

Campinas, 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Ferreira, Sandra Mara

F413a ARHGAP21 inibe a secrecéo de insulina estimulada por
glicose através da modulagéo da FAK, Cdc42 e PKC ¢ /
Sandra Mara Ferreira. — Campinas, SP: [s.n.], 2011.

Orientador: Antonio Carlos Boschero.

Co-orientador: Everardo Magalhes Carneiro.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Gene ARHGAP21. 2. Glicose. 3. Insulina -
Secrecdo. 4. Proteinas citoesqueleto. 5. Actina. |.
Boschero, Antonio Carlos, 1943-. . Carneiro, Everardo
Magalhaes, 1955-. lll. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. V. Titulo.

Titulo em inglés: ARHGAP21 inhibits glucose-stimulated insulin secretion through FAK, Cdc42
and PKC ¢.

Palavras-chave em inglés: ARHGAP21 gene; Glucose; Insulin — Secretion; Cytoskeletal
proteins; Actin.

Area de concentragdo: Fisiologia.

Titulagao: Mestre em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Antonio Carlos Boschero, Silvana Auxiliadora Bordin da Silva, Claudio
Chrysostomo Werneck.

Data da defesa: 29/06/2011.

Programa de Pés-Graduagao: Biologia Funcional e Molecular.

il



Campinas, 29 de junho de 2011

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Carlos Boschiero (Orientador)

Profa. Dra. Silvana Auxiliadora Bordin da Silva

Prof. Dr. Claudio Chrysostomo Werneck

Dra. Fernanda Ortis

Prof. Dr. Leonardo dos Reis Silveira

%é&@-

Assinatura

/Asgi}{atura’

Assinatura

Assinatura

Assinatura



“Tempos dificeis tem um valor cientifico.

Sao as oportunidades que um bom aprendiz jamais perde.”

Ralph Wald Emerson



As pessoas mais importantes da minha vida:
Meus pais: Selma e Eliu
Meus irmaos: Elaneomar, Eliezer, Selma e Simeia

Minhas sobrinhas: Leticia, Daiany e Gabriely.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Boschero pela oportunidade de desenvolver este trabalho, pela confianga depositada em

mim e pelo exemplo profissional e pessoal.

A Helena Barbosa pela colaboracio na elaboragio do projeto, na realizagdo dos experimentos e

analise dos resultados.

Ao Luiz Rezende pela colaboragdo na realizacao dos experimentos, anélise dos resultados e pela

paciéncia em responder todas as minhas perguntas.

Aos professores Everardo e Helena pelas discussdes e apoio na realizacao deste trabalho.

A Professora Sara Saad e a Carolina Bigarella pela disponibilidade de reagentes e pela

colaboracdo na realizac@o de alguns experimentos e andlise de resultados.

A Marise pela colaborag@o nos servigos burocraticos e pela amizade.

Aos amigos Gustavo e Fernanda pelas discussdes dos resultados, auxilio na escrita desta

dissertacdo e pela companhia nos muitos cafezinhos.

Aos amigos do Laboratério de Pancreas Enddcrino e Metabolismo: Leli, Jane, Flavia, Thais,
André, Tarlizza, Junia, Ana Paula, Jean, Thiago, Rafael, Priscilla, Camila, Daniela, Rosane,
Claudio, José Maria, Nicoli, Gabriel, Helena, Larissa e Juliana pelos momentos compartilhados e

pelos auxilios no laboratério.

Aos membros da banca de qualificacdo: Profa. Carmem Verissima Ferreira, Profa. Maria Cristina
Cintra Gomes Marcondes e Profa. Camila Aparecida Machado de Oliveira pelas corre¢des deste
trabalho e sugestdes de experimentos futuros.

Aos Professores Marcia, Nilton, Tania e Elza, meus orientadores de inicia¢do cientifica, por

trilhar os meus primeiros passos no caminho cientifico.

vi



A Elizete e Valéria por me ensinar as primeiras técnicas de laboratério, por sempre me

incentivarem e pela amizade.

Aos amigos da turma de graduagdo em especial a Aline e Erica pela amizade, pelos momentos de

estudos e descontragdes.

Aos meus pais e irmaos por sempre respeitarem e apoiarem minhas decisoes.

Aos meus tios Sandra e Nivaldo e primos Michelly, Priscila e Robério por me acolherem e pela

convivéncia.

Aos primos e amigos Gleise, Glauci, Suzana, Salety, Aline, Marcia, Marlon, Edrey, Etienne e

Leydian pelos grandes momentos que passamos juntos.

A Giselle, Jaqueline e Graziela pela amizade de longa data.

A todas as pessoas que, por ventura, aqui nio se encontram citadas e que de alguma forma
tenham feito parte da minha vida e colaborado para o meu desenvolvimento pessoal e

profissional.

A Fapesp pelo apoio financeiro

vii



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt st et X
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt st ettt st xii
RESUMO ...ttt et e h e et e s a et e bt e s bt e e bt e sabe e bt e eabeeabeesabeenbeeeas 15
ABSTRACT ...ttt ettt e b e et e b e st e e bt e e st e e sbee e bt esbaeenbeenae 17
INTRODUGAO . ..ottt e s s et s s sansesasasaesesessananeeens 18
SecreCa0 de INSUIINA....ccouuviiiiiiiiiieeiiie ettt et e st e st e e sabeeeabee s 19
CitoeSqUEIELO € ACHINA. ... ..eiiueeriiieiieeiieette ettt sttt st sbe e e 19
ARHGAP2 L ...ttt st ettt e sbe e st e bt e e be e beesabeens 20
ARHGAP21 e a célula beta panCredtiCa.........cevveeerueeeruieeniieeniieeeieeenieeerreeesveeesieee s 21
OBIETIVOS . ..ttt et ettt e b e et e bt e st e bt e et e e b e s beesaneeane 23
MATERIAIS E METODOS........cocoriimriimreimseesesiesessssessssessssessssssssssssssessssessssssssssessssessssnns 25
REAZENLES. ...ttt ettt st e e 26
CUltura de CEIULAL ......ooouiiiiiiiie ettt et e e e 26
AATIINIATS .ttt ettt ettt st et e e a e e sa e et esae e e b st e e be e et e nbeenateen 27
Imunoflorescéncia e microscopia confocal............coovuiiriiiiiiiiiniiieieeeeee e 27
Tratamento com gliCOSE € INSUIINA. ....cccuiiiiiiiiiiiiiiee ettt 27
Ensaio de fosforilagao € ImunoOpreCiptaCao.........ceevvueereeeueenueenieenieeireereeneesreeseeeneenenes 28
WESTEIT DIOt. ...ttt sttt et st e s e s ee 28
Inibicdo da ARHGAP21 COM QNti-SENSE.....cuuerereiieeriieeeiieeniieenieeerireeenireeenieeeeieeeseaeeenne 29
SeCrecaA0 de INSUINA. ...couiiiiiieiiiiicieceeee et s 30
ANALISE ESTAISTICA. ...eeeeutiieeiiieeiite ettt ettt e et e e et e e st eeeabeeesabeeesabeeeaas 30
RESULTADOS E DISCUSSAO.........iuiiririiiieeeeeiesiesies e asessesiesiss s ssessessses s 31
Expressao e localizacdo da ARHGAP21 em MING.........cccceveviiiiiiiiniiiieeneeeeeeeen 32
Efeito da glicose e da insulina na expressao da ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42......... 33
Efeito da glicose sobre as interagdes ARHGAP21/FAK e ARHGAP21/PKCC e
fosforilagao da FAK € PKCC......coooiiiiiiiiiiieeie ettt ettt 34
Efeito da ARHGAP21 sobre a expressao da FAK, PKC{ e Cdc42.......coocvvveciieeniveennnens 39
Papel da ARHGAP21 na secreg@0o de InSulina.........coc.eeveeriiienieeiiienienieenieeieeiee e 40
CONCLUSAD. ...ttt 43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........coovoviuieeieeeeeeseseeeeseeseee s, 45



ANEXOS



LISTA DE ABREVIATURAS

ARHGAP21 — Proteina ativadora de Rho-GTPase
AS — antisense Anti-ARHGAP21

ATP — Adenosina trifosfato

ADP — Adenosina difosfato

BSA — Albumina

Ca - Calcio

Caco-2 — Linhagem celular de carcinoma de célon humana
CAS — Substrato associado a proteina Crk

Cdc42 — Ciclo de divisao celular 42

Crk — proteinas adaptadoras que liga proteinas fosforiladas em tirosina
CTL - Controle

DTT - Ditiotreitol

ECM — Matriz extracelular

EDTA - 4cido etilenodiamino tetra-acético

EGFr — Receptor de fator de crescimento epidermal
F-actina — actina polimérica

FAK — Quinase de Adesao Focal

G-actina — Actina monomérica

GAP — Proteina ativadora de GTPases

GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GDI - Fatores inibitorios de dissociacdo de GDP
GDP — Guanosina difosfato

GEEF - Fatores de troca de nucleotideos de guanina
GLUT?2 — Transportador de glicose 2

GTP — Guanosina trifosfato

GTPases — Enzimas que hidrolisam GTP

IgG — Imunoglobulina G

INS - Insulina

JNK — Jun quinase

K - Potassio



KClI — Cloreto de Potéssio

KH,POy, - Hidrogenofosfato de Potdssio

MAPK — Quinase ativada por mitégeno

NaCl — Cloreto de sédio

NF«kB — Fator nuclear kappa B

p130® — Substrato tirosino-quinase associado a CrK

PBS — Tampao fosfato-salino

PDGFr - receptor do fator de crescimento derivado das plaquetas
PDZ - PSD-95/Discs-large/Z0-1

p-FAK*?*" — Quinase de adesdo focal fosforilada em tirosina 397
p-FAKY® _ Quinase de adesdo focal fosforilada em tirosina 925
PH — dominio de homologia da plequistrina

PI3K - fosfoinositideo 3-quinase

PKCC( — Proteina quinase C isotipo zeta

PMSF — Fluoreto de fenilmetilsulfonil

p-PKC{™™1° _ Proteina quinase C isotipo Zeta fosforilada em treonina 410
Rac — Substrato C3 da toxina botulinica relacionada a Ras 1
Rho- Gene homdlogo da proteina Ras

Rho-GAP — Proteinas ativadoras de proteinas GTPases Rho
Rho-GTPases — Gene homologo da proteina Ras que hidrolisam GTP
SFB — Soro fetal Bovino

SH; — Dominio homdélogo a Src 2

SH;3 - Dominio homdlogo a Src 3

SNAP-25 — Proteina associada a sinaptossomal 25

TA - Temperatura ambiente

TBST - Solucao tampao salina Tris e Tween-20

Thr - treonina

TRITC - Isotiocianato tetrametilrodamina

t-SNARE — receptor soldvel de ligagao NSF alvo

Tyr - Tirosina

VAMP?2 — Proteina associada a membrana de vesicula 2

v-SNARE - receptor soltvel de ligacio NSF associado a membrana de vesicula


http://www.aquariofilia.net/forum/index.php?showtopic=87844

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema da estrutura primaria da proteina ARHGAP21 e seus dominios. A

ARHGAP21 apresenta 1957 aminoécidos e os dominios PDZ, PH e Rho-GAP........ 20

Figura 2. Interacées protéicas de ARHGAP21. Em cardiomidcitos a ARHGAP21 se associa a

PKC( fosforilada que esta envolvida na modulagdo de via de proliferagdo celular (A).
Em glioblastoma a ARHGAP21 interage e inibe a FAK e Cdc42 que promove o

rearranjo do citoesqueleto de actina (B)........ccceovuiiiiiiiiiniiieniiieniceic e 22

Figura 3. Localizacao citoplasmatica da ARHGAP21. (A) ARHGAP21, (B) filamento de

actina, (C) Nucleo (DAPI) e (D) sobreposicao das imagens A, B e C. As setas
indicam co-localizagdo da ARHGAP21 com o filamento de actina. Imagens
capturadas por escaneamento a laser LSM-510 (Zeiss) montado sobre um

MICrOSCOPIO AXIOPIAN (ZISS).cuuvveeruriieriiieiiiie ettt ettt 32

Figura 4. Expressao protéica de ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42. Expressdo protéica de

Figura S.

ARHGAP21, FAK, PKC( e Cdc42 de células MING tratadas por trés dias com 5,6 ou
22mM de glicose e de MIN6 cultivadas na auséncia (CTL) ou presenca de insulina
(INS) (0,2U/ml) durante trés dias. (A) e (B) Imagens representativas dos Westerns
blot para as proteinas ARHGAP21, FAK, PKC{ , Cdc42 e GAPDH. (C-F)
Quantificacdo da expressao protéica de ARHGAP21, FAK, PKC( e Cdc42 de células
MING6 cultivadas em 5,6 ou 22 mM de glicose. (D-J) Quantificacdo da expressao
protéica de ARHGAP21, FAK, PKC( e Cdc42 em células MIN6 cultivadas na
auséncia ou presenca se insulina (0,2U/ml). Resultados apresentados em % dos
obtidos em 5,6 ou CTL. *p<0,005 vs 5,6 ou CTL. A figura representa 3 experimentos

INAEPENAENIES. .....cuviiiiiiiieiieeeeett ettt ettt sttt e sane e e e neeeee 36

Ensaio de imunopreciptacio e fosforilacio. Andlise da associacdo de
ARHGAP21/FAK ¢ ARHGAP21/PKC( e expressio protéica de FAK™ %% FAK™"
2 PKCZ;thr“O e ARHGAP21 de células MING tratadas com 22 mM de glicose em 0,

xii



5, 15 e 30 min. (A) Imagens representativas da associacio de ARHGAP21/FAK e
expressdo protéica de FAK total, FAK™ *", FAK™ °*_ (B) Imagens representativas
da associacdo ARHGAP21/ PKCE e de expressdo protéica de PKCC total, PKCL™ ! e
ARHGAP21. (C) Niveis de associacio entre ARHGAP21 e FAK (D) FAK™ *%’
(FAK™ *"/EAK). (E) FAK™ °* (FAK™ **/FAK). (F) Niveis de associacio entre
ARHGAP21 e PKC{ (G) PKC{™!° (PKC{™% PKC(). (H) ARHGAP2I.
Resultados apresentados em % em relacdo aos obtidos no tempo 0, *p<0,05 vs tempo

0. A figura representa 3 experimentos independentes............cceevveerveeeriieeeniieeenineennn. 37

Figura 6. Esquema da estrutura primaria da proteina FAK. Evidenciados o dominio FERM

Figura 7.

na regido N-terminal, um dominio quinase central, o dominio FAT na regido C-
terminal e os residuos de tirosina (Tyr) que quando fosforilados resultam em ativagdo

(4 ET 0 (0] 153 11 2 OSSP 38

Esquema da via de ativacdo de FAK. A fosforilacdo de FAK ocorre quando as
subunidades de integrinas se dimerizam devido a sinaliza¢do da matriz extracelular
(ECM), uma vez fosforilada a FAK recruta e fosforila a proteina Src. A proteina
p130CAS se associa a FAK ativa e é fosforilada por Src e ativa proteinas da familia

Rho-GTPase resultando em modificacdes do citoesqueleto de actina............c..oc....... 38

Figura 8. Esquema da via de ativacao de PKC{. A PKC( ¢ fosforilada em Thr 410 via PI3K e,

uma vez fosforilada, a PKC{ ativa a cascata de MAPK o que leva a proliferacao

CRIULAT ..o et e et e e e e e e e e e e e e rae e e e enaaeeanann 39

Figura 9. Expressido proteica de ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42. Expressdo protéica de

ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42 de ilhotas de camundongos Swiss neonato
tratados com antisense 1nM de anti-ARHGAP21. (A) Imagens representativas da
expressdo protéica de ARHGAP21, FAK, PKC{, Cdc42 e GAPDH. (B)
Quantificacdo da expressdo protéica de ARHGAP21. (C) FAK. (D) PKCL. (E)
Cdc42, resultados apresentados em relagdo aos obtidos no tempo 0, *p<0,05 vs

controle. A figura representa N=4h........oieiiiiiiiiieiiieeeiieeeieeeet ettt 41

Xiii
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Na presenga de glicose a ARHGAP21 se dissocia da FAK e associa a PKC(, assim a

FAK se autofosforila e ativa vias que favorecem a secrecao de insulina
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RESUMO

Introducao e objetivos: A ARHGAP21 é uma Rho-GAP que promove a ativagdo de um fator
intrinseco da Rho-GTPase Cdc42 responsdvel pela hidrdlise de GTP a GDP e inativacdo da
atividade da proteina. ARHGAP21 se associa a PKC({ em cardiomiécitos e a por¢ao C-terminal
da FAK em glioblastomas, onde inibe a ativacdo de Rho-GTPases, e, com isso, o rearranjo do
citoesqueleto de actina. A Cdc42, FAK e PKC( estdo envolvidas na secrecdo de insulina estimula
por glicose, diferenciacdo e proliferacdo de ilhotas pancredticas. O objetivo deste trabalho foi
investigar em células beta pancredticas: 1) a expressdo e localizacdo da ARHGAP21; 2) o efeito
da glicose na expressdo das proteinas PKCC, FAK e Cdc42 e sua associagdo a ARHGAP21 e; 3) a
funcdo da ARHGAP21 no controle da secrecdo de insulina estimulada por glicose. Materiais e
Métodos: A expressdo e localizacio da ARHGAP21 em células MIN6 foram avaliadas por
imunoflorescéncia. Células MING6 foram tratadas na presenca de 5,6 ou 22 mM de glicose ou, na
auséncia ou presenca de insulina (0,2 U/ml) por 3 dias. Apds a extracao protéica a expressao das
proteinas ARHGAP21, PKCC, FAK e Cdc42 foi avaliada por Western blot. Células MIN6 foram
incubadas em soluc@o contendo 22 mM de glicose e coletadas em diferentes tempos (0, 5, 15, e
30 min) para avaliacio da interacio ARHGAP21/FAK e ARHGAP21/PKCC por
imunoprecipitagdo e, para andlise do grau de fosforilacdo tirosina 397 e 925 da FAK e em
treonina 410 da PKCC. A expressao dessas proteinas também foi avaliada em ilhotas pancredticas
de camundongos Swiss neonatos previamente tratados por dois dias com 1 nM de anti-sense anti-
ARHGAP21 ou mismatch. Essas ilhotas foram incubadas com 2,8 ou 16,7 mM de glicose e a
secrecdo de insulina avaliada. Resultados: A ARHGAP21 localiza-se no citoplasma, mais
acentuadamente na regido da membrana plasmatica. Glicose reduziu a expressao da ARHGAP21
e PKCC e nao alterou a expressdo da FAK e Cdc42, enquanto a insulina ndo alterou a expressao
de nenhuma das proteinas estudadas. A glicose também promoveu a dissociacdo
ARHGAP21/FAK, levando ao aumento na fosforilacio da FAK seguido de aumento na
associagdo ARHGAP21/PKC( e redugdo na fosforilacdo da PKC{ em Thr 410. Animais
Knockdown para ARHGAP21 apresentaram menor expressdo de PKC({ e maior expressao de
Cdc42, além de um aumento na secrecao de insulina por ilhotas pancredticas tanto em condi¢ao
sub- (2,8 mM) quanto supra-estimulatéria (16,7 mM) de glicose. Conclusao: ARHGAP21

modula Cdc42 e FAK, proteinas responsaveis pelo rearranjo do citoesqueleto de actina e extrusao
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do granulo de insulina, reduzindo sua expressao e atividade, o que inibe a secrecdo de insulina.
Além disso, observamos que a glicose modula as interacbes ARHGAP21/FAK e
ARHGAP21/PKCC.

16



ABSTRACT

Background/Aims: ARHGAP21 is a Rho-GAP that promotes activation of the Rho-GTPase
Cdc42 intrinsic factor, which is responsible for the hydrolysis of GTP to GDP and those proteins
inactivation. ARHGAP21 associates with PKCC in cardiomyocytes and to the C-terminal portion
of FAK in glioblastoma, inhibiting Rho-GTPases and actin cytoskeleton rearrangement. Cdc42,
FAK and PKC{ promote glucose-stimulated insulin secretion, differentiation and proliferation in
pancreatic islets. The aim this study was to assess in pancreatic beta cells: 1) ARHGAP21
expression and localization; 2) glucose effect in PKCC, FAK e Cdc42 expression and association
to ARHGAP21; 3) The role of ARHGAP21 on glucose-stimulated insulin secretion. Materials
and Methods: ARHGAP21 expression and localization in MIN6 cells were evaluated by
immunofluorescence. MING6 cells were treated with glucose (5.6 mM and 22 mM) or insulin (0.2
U/ml) for 3 days. After protein extraction, the ARHGAP21, PKC(, FAK e Cdc42 expressions
were evaluated by Western blot. MING6 cells were exposed for 0, 5, 15, e 30 min to 22 mM of
glucose. ARHGAP21/FAK and ARHGAP21/PKC( interactions were evaluated for
immunopreciption and phosphorylation of FAK in tyrosine 397 and 925 and phosphorylation of
PKCC in threonine 410. The expression of these proteins also was evaluated in pancreatic islets of
neonates Swiss mice previously treated for 2 days with 1 nM of ARHGAP21 antisense or
mismatch oligonucleotides. These islets were incubated with 2.8 mM or 16.7 mM of glucose and
insulin secretion was evaluated. Results: ARHGAP21 is localized in the cytoplasm, mainly the
plasmatic membrane. Glucose reduced ARHGAP21 and PKCC expression but not altered FAK
and Cdc42 expression, while insulin had no effect whatsoever on the expression of the studied
proteins. Glucose also dissociated ARHGAP21/FAK, leading to increased FAK phosphorylation,
which was followed by ARHGAP21/PKC( association and reduced Thr410 PKC{
phosphorylation. ARHGAP21 Knockdown mice pancreatic islets had lower PKCC and higher
Cdc42 expression, and also increased insulin secretion in both sub- (2.8 mM) and supra-
stimulatory (16.7 mM) of glucose conditions. Conclusions: ARHGAP21 modulates Cdc42 and
FAK, proteins responsible for rearrangement of actin cytoskeleton and extrusion of insulin
vesicles, and reducing their expression leads to inhibited insulin secretion. Furthermore, we

observed that glucose modulates ARHGAP21/FAK and ARHGAP21/ PKC( interactions.
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INTRODUCAO
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Secrecao de Insulina

A secrecdo de insulina pode ser regulada por vdrios nutrientes circulantes, em especial
pela glicose. A glicose € internalizada pelas células beta através de um transportador especial
denominado GLUT2 localizado na membrana plasmdtica. Dentro da célula, a glicose ¢
rapidamente metabolizada o que leva ao aumento da razdao ATP/ADP intracelular e promove o
fechamento de canais de potdssio sensiveis a ATP (Katp) na membrana plasmatica (1; 2), com
consequente elevacio da [K'] intracelular. A retencdo de cargas positivas no interior da célula
provoca despolarizagdo da membrana plasmatica e consequente abertura de canais de cdlcio
dependentes de voltagem o que, por sua vez, leva ao aumento da [Ca®] citoplasmatico (3). Esse
aumento na [Ca®*] promove a translocacio e fusdo de granulos de insulina na membrana
citoplasmadtica da célula beta e subsequente liberacdo do hormo6nio para o meio extracelular (4;
5).

Para que essa translocacdo de granulos de insulina ocorra, € necessdrio a movimentacao
de componentes do citoesqueleto, como microtibulos e filamentos de actina. A rede de
microtdbulos € essencial para o processo de direcionamento e orientacdo dos granulos de insulina
em direcdo ao citoesqueleto de actina localizado na periferia da célula (6; 7), sendo as proteinas
Cinesina I e Dineina fundamentais para esse processo (7). O citoesqueleto denso de actina limita
a aproximacdo das vesiculas de insulina 2 membrana da célula e, portanto, é necessario o
rearranjo desta rede para que o granulo se ancore 2 membrana plasmdtica e permita a extrusio da

insulina. (6; 8).

Citoesqueleto de actina

A actina se encontra no citoplasma das células nas formas monomérica (G-actina) ou
polimérica (F-actina), e a dindmica da formacao dos filamentos de actina é regulada pelo controle
do balango homeostatico entre essas duas formas. Esse controle depende de multiplos fatores,
dentre eles as GTPases da familia Rho (Cdc42, Rac e RhoA) que, uma vez ativadas, promovem o

desarranjo do citoesqueleto de actina, (9; 10).
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Em células beta, as Rho-GTPases que promovem o remodelamento do citoesqueleto de
actina, estdo envolvidas no processo de secre¢do de insulina estimulada por glicose (11; 12).
Além disso, a Cdc42 também participa do processo de fusdo do granulo de insulina a membrana
plasmatica (13).

As Rho-GTPases sdo reguladas principalmente por trés fatores: (1) as GEFs (fatores de
troca de nucleotideos de guanina) que facilitam a conversao da forma inativa (ligada a GDP) para
a forma ativa (ligada a GTP); (2) as GDIs (fatores inibitérios de dissociacdo de GDP) que inibem
a dissociacdo do GDP da Rho-GTPase, o que mantém a proteina na sua forma inativa; (3) as
GAPs (proteinas ativadoras de GTPases) que promovem a ativacdo de um fator intrinseco das
Rho-GTPases responsavel pela hidrélise de GTP a GDP, o que leva a inativacdo da proteina (11).

A ARHGAP21 é uma GAP recentemente descoberta (14), que tem a reducdo de sua
expressao relacionada ao aumento na atividade de Cdc42 em linhagens celulares de glioblastoma

(15).

ARHGAP21

ARHGAP21 pertence a familia das Rho-GAPs (Proteinas ativadoras de Rho-GTPases).
Seu gene € composto por 26 exons, localizado no brago curto do cromossomo 10 humano e que
codifica um transcrito de 7.107 bases e quadro aberto de leitura de 5.874 pb. A proteina
codificada pelo RNAm possui 1.957 aminodcidos com peso molecular aproximado de 250 kDa e,
trés dominios principais: PDZ (PSD-95/Discs-large/Z0-1), PH (Dominio homdlogo a
Plequistrina) e Rho-GAP (14) (16) (Figura 1).

1 44-135 931-1039 1161-1314 1958
PDZ PH RhoGAP

Figura 1. Esquema da estrutura primaria da proteina ARHGAP21 e seus dominios. A ARHGAP21 apresenta
1957 aminoacidos e os dominios PDZ, PH e Rho-GAP.
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A ARHGAP21 ¢ altamente expressa nos tecidos musculares esquelético e cardiaco, em
células neuronais, na placenta e em células HL-60. Nestas, a referida proteina esta envolvida na
diferenciacgdo celular (14).

No tecido cardiaco, a ARHGAP21 se associa a PKC( (Proteina Quinase C isotipo zeta).
Visto que a fosforilagdo de PKC{ em Thr 410 leva a ativacdo das vias MAPK e NF«kB (17), a
associacio ARHGAP21/PKC( provavelmente estd relacionada a processos de sobrevivénica e
proliferacado celular (Figura 2A) (18).

Além disso, ARHGAP21 se associa a por¢ao C-terminal da FAK (Quinase de Adesao
Focal) em células cardiacas de ratos normais e espontaneamente hipertensos, possivelmente
regulando sua atividade (18). Essa interagio ARHGAP21/FAK impede a associacdo da FAK com
p130“S (proteina da familia CAS, responsavel pelo recrutamento das proteinas adaptadoras Crk).
Uma vez que a proteina p130“*® participa do recrutamento de proteinas adaptadoras Crk, a
associacio ARHGAP21/FAK impede o recrutamento das Crk e portanto inibe a ativacdo das

Rho-GTPases Racl, Cdc42 ou JNK (Jun quinase) (Figura 2B) (15).

ARHGAP21 e a célula beta pancreatica

A exocitose dos granulos de insulina pelas células beta € realizada através da mobilizacao
e fusdo de um pool de granulos localizados proximos a membrana, prontos para serem liberados
(19). A fusado dos granulos de insulina ocorre através da intera¢do da proteina VAMP2 (Proteina
associada a membrana de vesicula 2), uma v-SNARE (receptor solivel de ligacdo NSF associado
a membrana de vesicula), com proteinas t-SNARE (receptor soluvel de ligacdo NSF associado a
membrana alvo) presentes na membrana plasmatica, principalmente Sintaxina 1A e SNAP-25
(20; 21). Contudo, os mecanismos anteriores a fusdo do granulo a membrana plasmética ainda
ndo sdo totalmente conhecidos.

Sabe-se que em células beta pancredticas, Cdc42 colocaliza-se com a VAMP2 (12), e atua
como molécula sinalizadora para fusdo do granulo a membrana. Concentragdes estimulatorias de
glicose ativam a Cdc42 ligada a VAMP2, o que promove a ligacio de VAMP2 a Sintaxina 1A
(22) e leva a formagdo do complexo Cdc42/VAMP2/Sintaxina 1A e consequentemente a extrusao

dos granulos de insulina (13).
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Considerando que Cdc42 e FAK participam do rearranjo do citoesqueleto (Figura 2B) e
sdo importantes controladores dos processos de extrusdo de granulos de insulina (11; 12; 23; 24)
e, que ambas sdo controladas por ARHGAP21 (15; 18), pode-se supor que a ARHGAP21 module
a atividade dessas proteinas em células beta pancredticas, e, portanto, que esteja envolvida nos
processos de rearranjo de citoesqueleto, extrusdo de granulos e, finalmente, na secrecdo de
insulina estimulada por glicose. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel

da ARHGAP21 no controle da secrec@o de insulina estimulada por glicose.

A
ARHGAP21 ) PKC{

MAPK

!

[ Proliferacio ] [Rearranj o da actina ]

Figura 2. Interac¢des protéicas de ARHGAP21. Em cardiomiocitos a ARHGAP21 se associa a PKC{ fosforilada
que esta envolvida na modulagdo de via de proliferagdo celular (A). Em glioblastoma a ARHGAP21 interage e inibe

a FAK e Cdc42 que promove o rearranjo do citoesqueleto de actina (B).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da glicose sobre a atividade da ARHGAP21 e
sobre as proteinas que ela modula (PKC(, FAK e Cdc42) e o papel da ARHGAP21 no controle
da secrecao de insulina estimulada por glicose. Para isso avaliamos:

1. A expressdo e localizagdo da ARHGAP21 em linhagens tumorais de células secretoras de
insulina MING6;

2. A expressao protéica da ARHGAP21, da PKC{, da FAK e da Cdc42 em células MING, na
presenca de concentra¢des sub- (5,6 mM) e supra-estimulatéria de glicose (22 mM) bem
como em MING6 cultivadas na presenca ou auséncia de insulina (0,2U/ml);

3. A fosforilagdo da FAK em Tyr 397 e Tyr 925 em células tratadas com 22 mM de glicose
em diferentes tempos (0, 5, 15 e 30 min) bem como as associagdes ARHGAP21/FAK e
ARHGAP21/PKC{ nessas células;

4. A secrecdo de insulina em ilhotas de camundongos Swiss neonatos tratados com antisense
anti-ARHGAP21 bem como a expressao protéica das proteinas FAK, PKC({ e Cdc42

nestas ilhotas.
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Reagentes

O anticorpo policlonal anti-ARHGAP21, produzido em coelho, correspondente aos
residuos 1856-1870 da sequéncia da proteina humana ARHGAP21, foi cedido pelo Laboratério
de Biologia Molecular do Hemocentro da UNICAMP (Prof. Dr. Sara Teresinha Olalla Saad).
Anticorpos policlonais produzidos em coelho contra as proteinas FAK (sc-558), p-FAK™%7 (sc-
11765-R), PKC{ (sc-216), p-PKC{™'° (sc-12894-R) e GAPDH (sc-25778), anticorpo
monoclonal anti-Cdc42 (sc-8401) e anticorpo policlonal anti-cabra contra p—FAKTy1925 (sc-11766)
foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology. Anticorpos secunddrios anti-coelho produzido
em cabra (31460), anti-camundongo produzido em cabra (31430) e anti-cabra produzido em
coelho (31402) foram obtidos da Thermo Scientific. Anticorpo secunddrio conjugado
AlexaFluor® 488 (A 21441) anti-coelho produzido em galinha e o meio de montagem para
florescéncia PlroLong® Gold com DAPI (P36931) foram adquiridos da Molecular Probes,
anticorpo secunddrio anti-cobaia conjugado com isotiocianato tetrametilrodamina (TRITC)
produzido em coelho (T7153) e faloidina-TRITC (P1951), os reagentes de quimioluminescéncia
para revelacdo de Western blot: 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinadiona (A8511-5QG), Acido p-
Cumdrico (C9008-5G), o meio de cultura RPMI1640 (R1383-10X1L), penicilina (P3032-
100MU) e estreptomicina (S6501), antisense anti-ARHGAP21 (mC*mU*mU* mU*C*C*
T*C*C* T*C*T* G*T*mU* mU*mC*mC) e mismatch (mC*mU*mU* mU*C*T* A*C*C*
T*C*A* G*T*mU* mU*mC*mC) foram obtidos da Sigma-Aldrich. In vivo JetPEI™ (201-10)
foi adquirido da Polyplus Transfection. Soro Fetal bovino foi adquirido da Vitrocell Embriolife
(Campinas, Sao Paulo, Brasil). Proteina Sefarose A (17-0469-01) foi obtida da GE Healthcare

Life Sciences.
Cultura de células

Linhagens de células beta de camundongo (MING6), gentilmente cedidos pelo Dr. Y. Oka e
Prof. J.-I1. Miyazaki (Téquio, Japao), foram mantidas em cultura (37°C, 5% CQO,), cultivadas em

meio RPMI1640 contendo 11 mM de glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino

(SFB), 100 U/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina.
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Animais

Foram utilizados camundongos Swiss neonatos com 3-6 dias de vida, provenientes do

biotério central da UNICAMP.

Imunofluorescéncia e microscopia confocal

Células MING6 foram cultivadas em laminulas de vidro circulares até atingir confluéncia
de 80%. As células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 15 min em temperatura ambiente
(TA) e lavadas em PBS (NaCl 140 mM, Kcl 2,6 mM, KH,PO4 1,2 mM, Na,HPO, 8,1 mM, pH
7,4) 3 vezes (5 min, sob agitacdo). Para evitar ligacdo inespecifica do anticorpo primério e
permeabilizar as células, estas foram bloqueadas em solu¢do de PBS contendo 3% de leite
desnatado e 0,5% de triton X-100 (1 h, TA). A incubacdo com o anticorpo primdrio anti-
ARHGAP21 (na diluicdo 1:50 em PBS 1% leite desnatado) foi realizada em camara umida por
16-18 h (4°C). Apoés este periodo, as laminulas foram lavadas em PBS (3 vezes de 5 min, sob
agitacdo) e incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo AlexaFluor 488 por 1 h, TA. A
seguir, as laminulas foram lavadas mais trés vezes em PBS e incubadas com faloidina-TRITC por
30 min. Finalmente, ap6s mais trés lavagens em PBS, as laminulas foram montadas em laminas
utilizando-se o meio de montagem para fluorescéncia.

As laminas foram analisadas em microscopio de varredura confocal a laser (Zeiss LSM

510) utilizando a objetivas de 63X de imersdao em 6leo.

Tratamento com glicose e insulina

Células MING6 foram semeadas em placas de 6 pocos (2x10° células/pogo) e cultivadas por
trés dias em meio RPMI contendo 5,6 ou 22 mM de glicose ou na auséncia ou presenga de
insulina (0,2 U/ml) e 11 mM de glicose. Apds este periodo as proteinas foram extraidas com
tampao de Uréia 8M e Triton-X100 1%. As amostras foram sonicadas e centrifugadas a 11000 g

por 15 min e a fosforilagao avaliada por Western blot.
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Ensaio de fosforilacao e imunoprecipitacao

Células MIN6 foram semeadas em placas p100 (1x10° células/ placa) contendo meio
RPMI e 5,6 mM de glicose. Apds 14-16 horas, o meio foi trocado por outro similar agora
contendo 22 mM de glicose com a incubacio por diferentes tempos (0, 5 15 e 30 min). Proteinas
foram entdo extraidas com tampao de 8 M de uréia e com coquetel anti-protease contendo: Tris
100 mM, pH 7,5; Pirosfosfato de s6diol0 mM; Fluoreto de s6diol00 mM; EDTA 10 mM;
Ortovanadato de s6diol0 mM; PMSF 2 mM e Triton-X100 1%. As amostras foram sonicadas e
centrifugadas a 11000 g por 15 min e a fosforilacdo avaliada por Western blot.

Para avaliar as associa¢des entre proteinas, estas foram extraidas com tampao de extra¢ao
para imunoprecipitados (EDTA 10 mM; Tris 100 mM pH 7,4; Pirofosfato de sédio 10 mM;
Fluoreto de sédio 100 mM; Ortovanadato de s6dio 10 mM; PMSF 2 mM; Aprotinina 0,1 mg/ml e
Triton-X100 1%), sonicadas e centrifugadas a 11000 g por 15 min. Apds a quantificacdo, 1 mg de
extrato protéico foi incubado com lpg de anticorpo anti-ARHGAP21 por 16-18 h (4°C) sob
agitacdo. Os imuno-complexos foram recuperados pela incubagdo com solucdo de 50% proteina
sefarose A por 2 h sob agitacdo (4°C), seguida de 3 lavagens em tampao contendo: Ortovanadato
de s6dio 2 mM; Tris 100 mM, pH7,5; Triton-X100 0,5% para remocdo das ligacoes

inespecificas. As associagdes foram analisadas por Western blot.

Western Blot

Extratos protéicos foram avaliados utilizando-se reagente Bradford, BioRad, e tendo
como base uma curva padrdo de albumina (BSA). As amostras foram entdo incubadas a 100°C
por 3 min em Tampdo de Laemmli (20% do volume da amostra) (Azul de bromofenol 0.1%,
fosfato de sédio 1M, glicerol 50%, SDS 10%) contendo DTT. Para corrida eletroforética foi
aplicado um volume correspondente a 50 ug de proteina em gel bifésico: gel de empilhamento
(EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM, pH 6,7) e gel de resolucao (EDTA 4 mM, SDS
2%, Trisma base 50 mM, pH 8.9). A corrida foi efetuada a 90 V por aproximadamente 1,5 h com
Tampao de Corrida (Trisma base 50 mM, glicina 0,38 M, EDTA 1,795 mM e SDS 0,1%). As
amostras foram transferidas para uma membrana de Nitrocelulose (BioRad) durante 2 h a 120 V

em gelo, banhada com Tampao de Transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM e metanol
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20%). Ap6s transferéncia, a membrana foi bloqueada em solu¢do de TBST (50 mM Tris pH 7,5,
150 mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo com 5% de leite desnatado por 40 min, TA. As
proteinas relacionadas ao estudo foram detectadas na membrana de nitrocelulose por incubagdo
de 14-16 h, 4° C, com anticorpo especifico (anti-ARHGAP21, anti-FAK, anti-PKC{ e anti-
Cdc42). Em seguida, a membrana foi incubada por 2 h em solucio contendo anticorpo policlonal
anti-IgG (dilui¢ao 1:1000 em TBST com 2% de leite desnatado). As membranas foram lavadas
com TBST, incubadas por 3 min com reagentes de quimioluminescéncia e expostas em cassetes a
filmes de raio-X (Kodak, AM, Brasil). A intensidade e quantificacdo das bandas foram medidas
por densitometria (ImageJ, Bethesda, USA), sendo os valores das bandas normalizados pelos
valores de densitometria do controle interno GAPDH. Para andlise da fosforilagdao protéica, os
valores da densitometria das proteinas fosforiladas foram normalizados pela expressdao das

proteinas totais (Fosforilagdo proteica = proteina fosforilada/proteina total).

Inibicao da ARHGAP21 com anti-sense

Para o knockdown in-vivo de ARHGAP21, camundongos Swiss neonatos (2-4 dias)
receberam 1nM de oligonucleotideo antisense especifico (ARHGAP21 AS) ou mismatch (CTL),
ambos com esqueleto fosfotiorado e metilagdes flanqueadas nas extremidades, dissolvidos em
solugdo Tris-EDTA e aplicados conjuntamente ao In vivo JET-PEI™, de acordo com instrugdes
do fabricante, a cada 24 horas por dois dias seguidos. No terceiro dia os camundongos foram
mortos por decapitagdo e apds incisdo abdominal o pancreas foi retirado e transferido para um
tubo de 15 ml contendo solu¢do de Hanks enriquecida com 1 mg/ml de colagenase. O pancreas
na solugdo de Hanks foi mantido em banho a 37°C por 17 min. Ao final deste periodo foi
realizada uma leve agitacdo de 15 seg para facilitar a desagregacdo do tecido pancredtico. A
digestdao do tecido foi interrompida mediante adicdo de Hanks a 4 °C. O material foi lavado 4
vezes em solugcdo de Hanks para a remocdo da colagenase e enzimas digestivas liberadas durante
a incubacdo. As ilhotas, completamente separadas do tecido acinar, foram coletadas uma a uma,
por aspiragdo com o auxilio de pipeta Pasteur, previamente estirada e siliconada. Foram avaliadas
expressao protéica de ARHGAP21, FAK, PKC({ e Cdc42 e a secregao de insulina estimulada por

glicose.
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Secrecao de insulina

Ilhotas pancredticas foram pré-incubadas em solu¢do de Krebs 5,6 mM de glicose por 1 h
a 37°C. As ilhotas foram entdo incubadas com solu¢do de Krebs contendo 2,8 ou 16,7 mM de
glicose por 1 h a 37°C. Amostra do sobrenadante foi coletada e a insulina contida nesse meio foi
medida por radioimunoensaio. A secrecao foi expressa por ilhota.

Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste ¢ student. As andlises foram feitas com o

programa GraphPad Prism 4. O nivel de significancia adotado para as andlises foi p<0,05.
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Expressao e localizacao da ARHGAP21 em MIN6

Inicialmente, verificamos a expressdo e localizagdo da ARHGAP21 em células MING.
Observamos que, em geral, a ARHGAP21 localiza-se no citoplasma e, de forma mais acentuada,
proximo a membrana plasmatica. Observamos também que a ARHGAP21 colocaliza-se com o

citoesqueleto de actina (Figura 3).

Figura 3. Localizacio citoplasmatica da ARHGAP21. (A) ARHGAP21, (B) filamento de actina, (C) Nucleo
(DAPI) e (D) sobreposic¢do das imagens A ,B e C. As setas indicam colocalizagdo da ARHGAP 21 com o filamento

de actina . Imagens capturadas por escaneamento a laser LSM-510 (Zeiss) montado sobre um microscépio Axioplan

(Zeiss).
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A localizagao citoplasmatica da ARHGAP21 nas células MING6 difere daquela registrada
em outros tipos celulares. Em cardiomiécitos a ARHGAP21 se localiza predominantemente no
nucleo (18), ao passo que em linhages celulares de fibroblastos humanos normais, em linhagens
celulares de carcinoma cervical humano (HeLa) e linhagens de glioblastoma humano A172 e
T98G a proteina se localiza na regido nuclear e peri-nuclear (15). A exemplo do que mostramos
em células MING6 (Figura 3), a localizacdo de ARHGAP21 préximo a membrana plasmética foi
observada em linhagens de células epiteliais Caco-2 e JEG-3, onde a ARHGAP21 mostrou ser
importante no controle da dindmica da actina, no contato célula-célula e na formacdo de juncdes
(16). Interessante salientar que a deplecio da ARHGAP21 em células T98G provocou mudancas
drésticas na morfologia da célula, resultante do rearranjo do citoesqueleto (15). Como mostrado
na Figura 3, observamos interacdo entre a ARHGAP21 com o filamento de actina o que,
provavelmente indica que, também nas células beta pancredtica, a ARHGAP21 possa modular o

citoesqueleto de actina.

Efeito da glicose e da insulina na expressao da ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42

A seguir, avaliamos uma possivel modulagdo por glicose da expressio de ARHGAP21 e
proteinas associadas (FAK, PKCC e Cdc42) em células MING6. Para tanto, células MIN6 foram
expostas a 5,6 ou 22 mM glicose por 3 dias. Observamos que em 22 mM de glicose ndo houve
alteracdo na expressdo das proteinas FAK (Figura 4D) e Cdc42 (Figura 4F), contudo, as
expressoes da ARHGAP21 (Figura 4C) e da PKC( (Figura 4E) foram significativamente
reduzidas, indicando possivel modulacdo dessas duas proteinas pela glicose.

No entanto, considerando-se que as células MING6 secretam quantidades significativas de
insulina em resposta a concentragdes varidveis de glicose, os efeitos observados em alta
concentracdo do actcar poderiam estar relacionados a acdo da insulina secretada e ndo da glicose.
Sendo assim, realizamos um protocolo experimental para determinar a fun¢do da insulina nas
alteracoes observadas em presenca de altas concentracdes de glicose. Para isso, cultivamos
células MIN6 por 3 dias na auséncia (CTL) ou presenca (INS) de 0,2 U/ml de insulina e de
apenas 11 mM de glicose (concentracdo de glicose usualmente utilizada para o cultivo dessas
c€lulas). Os resultados obtidos mostraram que a insulina ndo promoveu alteracdes na expressao

das proteinas ARHGAP21 (Figura 4G), FAK (Figura 4H), PKCC (Figura 41) e Cdc42 (Figura 4J),
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demonstrando que os efeitos observados no tratamento com altas concentracdes de glicose

(Figura 4C-F) sdo decorrentes de um efeito direto da hexose.

Efeito da glicose sobre as interacoes ARHGAP21/FAK e ARHGAP21/PKC( e fosforilacao
da FAK e PKC{

Sabendo-se que a ARHGAP21 controla a atividade da FAK (15) e da PKC{ (18),
avaliamos se a glicose modula as interagdes ARHGAP21/FAK e ARHGAP21/PKCC em células
MING6. Para isso, verificamos, por imunopreciptacdo, as associagdes ARHGAP21/FAK e
ARHGAP21/PKCC apds 0, 5, 15 ou 30 min de exposicdo a 22 mM de glicose (Figura 5) e
observamos reducdo na associacio ARHGAP21/FAK ja apds 5 min de exposicdo a glicose
(Figura 5C), acompanhada de maior associagdo ARHGAP21/PKC{ ap6és 15 min de exposigdo a
glicose (Figura 5F).

Para avaliar como a redu¢do na associagcio ARHGAP21/FAK se reflete na atividade dessa
proteina, analizamos a fosforilacdo de FAK nos sitios tirosina 397 e 925, e verificamos que a
glicose aumentou a fosforilacdo do sitio 397 a partir de 5 min (Fig. 5D), e a fosforilacdo do sitio
925 da FAK somente apds 15 min (Figura SE).

A FAK (Figura 6) interage com integrinas (Figura 7), transmite sinais da matriz
extracelular para o interior das c€lulas e ativa vias de proliferacdo e migracao celular (25). Ainda,
em ilhotas pancredticas, ela é importante regulador de diferenciacdo e sobrevivéncia celular (26).
Quando integrinas se dimerizam e interagem com o dominio FERM da FAK ou quando
receptores de fatores de crescimentos sdo ativados por seus ligantes (tais como PDGFr e EGFr), a
FAK se autofosforila em Tyr 397 (27) e recruta a proteina c-Src (14; 28) a qual, por sua vez,
fosforila os residuos Tyr 576/577 do dominio quinase e os residuos Tyr 861 e Tyr 925 presentes
na por¢do C-terminal de FAK (Figura 6). O tltimo residuo a ser fosforilado, o Tyr 925, promove
a associacdo de proteinas contendo dominio SH2 a proteinas contendo dominio SH3 (29), tais
como proteinas da familia CAS. Essa associacdo ativa pequenas GTPases, como Racl ou Cdc42
e JNK (25) (Figura 7). Neste contexto, é conhecido que, em glioblastoma, a ARHGAP21 interage
com a regido C-terminal da FAK e impede a fosforilagdo do sitio Tyr 925, o que reduz a

atividade de FAK nessas células (15).
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Sendo assim, podemos hipotetizar que a glicose é responsavel pela ativacao da FAK em
célula beta através de mecanismo semelhante, ou seja, a glicose promove a dissociacdo entre
ARHGAP21 e FAK levando a um aumento na fosforilacio de Tyr 397 e Tyr 925 o que,
finalmente, provoca o aumento da atividade de FAK. Como em células MIN6 observamos que a
ARHGAP21 € capaz de inibir a atividade da FAK, ARHGAP21 pode ser um regulador negativo
da diferenciacdo e sobrevivéncia de células beta e do rerranjo do citoesqueleto de actina.

Quanto a PKCC, verificamos que sua fosforilagdo em Thr 410 se encontra diminuida em
células beta na presenca de 22 mM de glicose a partir de 5 min (Figura 5G). A PKC{ ¢ uma
isoforma atipica que faz parte do subgrupo da familia de proteinas quinase C que s@o insensiveis
ao Ca”* e a0 diacilglicerol (30). E ativada por componentes lipidicos, tais como fosfatidilinositois
(31), 4cido fosfatidico (32), 4cido aracddnico e ceramidas (33) que promovem, via PI3K, a
exposicao do principal residuo de fosforilagdo e ativagdo localizado no dominio quinase, Thr 410
(34). Em células beta, a PKC( esta envolvida na atividade mitogénica através da ativacdo da via
da MAPK (35) (Figura 8). Observamos que, em células beta, a ARHGAP21 interagiu com a
PKCC, a exemplo do que ja foi descrito para cardiomidcitos (18). Além disso, vimos que a
glicose reduziu a fosforilacio de PKC( e aumentou a associagio ARHGAP21/PKCC, isso indica

que a ARHGAP21 pode ser um regulador da proliferacdo celular em célula beta.
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Figura 4. Expressao protéica de ARHGAP21, FAK, PKC( e Cdc42. Expressio protéica de ARHGAP21, FAK,
PKC{ e Cdc42 de células MING tratadas por trés dias com 5,6 ou 22mM de glicose e de MING6 cultivadas na auséncia
(CTL) ou presenga de insulina (INS) (0,2U/ml) durante trés dias. (A) e (B) Imagens representativas dos Westerns
blot para as proteinas ARHGAP21, FAK, PKC({ , Cdc42 e GAPDH. (C-F) Quantificacdo da expressio protéica de
ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42 de células MING cultivadas em 5,6 ou 22 mM de glicose. (D-J) Quantificacido da
expressao protéica de ARHGAP21, FAK, PKC{ e Cdc42 em células MING cultivadas na auséncia ou presenca se
insulina (0,2U/ml). Resultados apresentados em % dos obtidos em 5,6 ou CTL. *p<0,005 vs 5,6 ou CTL. A figura

representa 3experimentos independentes.
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Figura 5. Ensaio de imunopreciptacao e fosforilacdo. Andlise da associacio de ARHGAP21/FAK e
ARHGAP21/PKC{, e expressdo protéica de FAK™ *7 FAK™" °* PKC{™'° ¢ ARHGAP2I de células MING
tratadas com 22 mM de glicose em 0, 5, 15 e 30 min. (A) Imagens representativas da associacdo de
ARHGAP21/FAK e expressio proteica de FAK total, FAK™ *7 FAK™" °® (B) Imagens representativas da
associagio ARHGAP21/ PKC{ e de expressdo proteica de PKC( total, PKC{™' ¢ ARHGAP21. (C) Niveis de
associacio entre ARHGAP21 e FAK (D) FAK™ *" (FAK™ **"/FAK). (E) FAK™ ** (FAK™ °*/FAK). (F) Niveis
de associagio entre ARHGAP21 e PKC( (G) PKC{™'® (PKC{™'°/ PKC(). (H) ARHGAP21. Resultados
apresentados em % em relacdo aos obtidos no tempo 0, *p<0,05 vs tempo 0. A figura representa 3 experimentos

independentes.
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Figura 6. Esquema da estrutura primaria da proteina FAK. Evidenciados o dominio FERM na regido N-

terminal, um dominio quinase central, o dominio FAT na regido C-terminal e os residuos de tirosina (Tyr) que

quando fosforilados resultam em ativacdo da proteina.
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Figura 7. Esquema da via de ativacio de FAK. A fosforilacio de FAK ocorre quando as subunidades de

integrinas se dimerizam devido a sinalizacdo da matriz extracelular (ECM), uma vez fosforilada a FAK recruta e
fosforila a proteina Src. A proteina p130“® se associa 2 FAK ativa e é fosforilada por Src e ativa proteinas da familia

RhoGTPase resultando em modifica¢des do citoesqueleto de actina.
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Figura 8. Esquema da via de ativacdo de PKC{. A PKC{ ¢ fosforilada em Thr 410 via PI3K e, uma vez

fosforilada, a PKC( ativa a cascata de MAPK o que leva a proliferagao celular.

Efeito da ARHGAP221 sobre a expressio FAK, PKC( e Cdc42

Avaliamos também um possivel controle da ARHGAP21 sobre a expressao das proteinas
FAK, PKCC e Cdc42 (Figura 9) em ilhotas pancredticas de camundongos, através da redugdo na
expressao de ARHGAP21 in-vivo por antisense especifico.

Observamos que ilhotas pancreaticas de camundongos knockdown para ARHGAP21
apresentaram menor expressdao de PKC( (Figura 9D) e maior expressao de Cdc42 (Figura 9E),
sem alteracdo da FAK (Figura 9C), indicando que a ARHGAP21 exerce funcdo importante na
modulacdo da expressdo das proteinas Cdc42 e PKCC e, provavelmente, também nos processos
de rearranjo do citoesqueleto de actina, extrusao de granulos e secrecdo de insulina uma vez que a
Cdc42 esta envolvida no remodelamento do citoesqueleto de actina e fusdo do granulo de
insulina & membrana plasmaética (6; 11; 13). A acdo de ARHGAP21 sobre a atividade de Cdc42
ja foi demonstrada em glioblastomas, células Vero (linhagem celular de rim de macaco) e em
células HeLa em que a inibicio de ARHGAP21 aumentou a atividade de Cdc42 o que levou a
formacgdo de protusdes membranares (15) e regulacdo da motilidade de vesiculas dependente de

dineina (36; 37).
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Papel da ARHGAP221 na secrecao de insulina

Para testar a hipétese de que a ARHGAP21 seria um importante controlador da secrecao
de insulina, realizamos experimento com ilhotas de camundongos Controle (CTL) e ARHGAP21
knockdown (AS) em condi¢des basal (2,8 mM) e estimulatéria (16,7 mM) de Glicose.
Observamos um aumento na secrecdo de insulina tanto basal quanto estimulada nas ilhotas AS
(Figura 10), indicando que a ARHGAP21 € realmente um modulador da secrecdo de insulina
estimulada por glicose, e mais ainda, que atua inibindo-a.

A glicose promove secre¢do de insulina, em parte remodelando o citoesqueleto de actina
via ciclagem da Cdc42 da forma ativa para a forma inativa (24). Diante dos nossos resultados, é
provavel que a remodelacdo do citoesqueleto de actina induzido pela glicose ocorra via
modula¢do da ARHGAP21. Desta forma, a glicose diminui a fosforilagdo da PKC{ em Thr 410
que nessa situacdo se associa a ARHGAP21, que esta acoplada a FAK, levando a sua liberacao.
Quando livre, a FAK tem um aumento na fosforilacdo em Tyr 925, o que leva a uma ativagado das
RhoGTPases, culminando finalmente, no rearranjo do citoesqueleto de actina (Figura 11).

Sendo assim, concluimos que ARHGAP21 inibe o rearranjo do citoesqueleto de actina
necessdrio a extrusdo de granulos de insulina, e consequentemente, a secre¢dao de insulina
estimulada por glicose. Além disso, € provavel que a ARHGAP21 também esteja envolvida em
processos de diferenciacdo, sobrevivéncia e proliferacdo celular em ilhotas, visto que modula as
proteinas FAK e PKC(, relacionadas a esses processos (35). Finalmente, considerando o
envolvimento e importancia da ARHGAP21 em diversos mecanismos de controle da funcio de
células-beta pancredticas e a importancia da func¢do dessas para o controle glicémico e
desenvolvimento de Diabetes, seria de grande importancia o estudo da fun¢do dessa proteina em

modelos de Diabetes.
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Figura 9. Expressao protéica de ARHGAP21, FAK, PKC( e Cdc42. Expressio protéica de ARHGAP21, FAK,
PKC{ e Cdc42 de ilhotas de camundongos Swiss neonato tratados com antisense 1nM de anti-ARHGAP21. (A)
Imagens representativas da expressao proteica de ARHGAP21, FAK, PKC{, Cdc42 e GAPDH. (B) Quantificagdo da
expressao protéica de ARHGAP21, (C) FAK, (D) PKCC, (E) Cdc42, resultados apresentados em relagdo aos obtidos

no tempo 0, *p<0,05 vc controle. A figura representa n=4.
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Figura 10. Secrecido de insulina. Secrecdo de insulina estimulada com 2,8 ou 16,7 mM de glicose de ilhotas de

camundongos Swiss neonatos com ARHGAP21 inbida, *p<0,005; n=8.

Glicose

'

(e (o Jamnary Qs ) F]é' )

N —

[ Secrec¢io de insulina]

Figura 11. Modulacao da ARHGAP21 pela glicose. Na auséncia de glicose a ARHGAP21 estd associada a FAK
inibindo sua ativag@o e consequentemente a secre¢do de insulina. Na presenca de glicose a ARHGAP21 se dissocia

da FAK e associa a PKC{, assim a FAK se autofosforila e ativa vias que favorecem a secregdo de insulina.
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CONCLUSAO
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Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:
1. Em células MIN6 a ARHGAP21 tem localizagdo citoplasmatica, de forma acentuada
na periferia, e estd associada ao citoesqueleto de actina, indicando envolvimento no

controle do rearranjo do citoesqueleto de actina.

2. A glicose modula a expressio de ARHGAP21 bem como sua interacdo com FAK e

PKCL.

3. A ARHGAP21 interage e regula a expressio de PKC( indicando uma provavel
modulacdo da ARHGAP21 sobre a proliferacdo de células beta.

4. A ARHGAP2I inibe a secrecdo de insulina, tanto através da modulacdo direta da
expressdo de Cdc42, quanto indireta, via inibicdo da FAK que modula a atividade de

Cdc42.
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