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Efeito do tratamento precoce com insulina e sua acéo protetora sobre o estresse de reticulo
endoplasmatico na célula beta
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Resumo

O tratamento precoce com insulina é uma alternativa de terapia para pacientes com diabetes mellitus tipo 2 que tem
sido testada em diversos ensaios clinicos mostrando como resultado um bom controle glicémico a longo prazo nos
pacientes. Ao menos em parte, acreditamos que esta melhora do quadro clinico se deva a reversédo do quadro danoso
do estresse de reticulo endoplasmatico nas células beta, tendo como mediadores da acéo da insulina a interacao das
proteinas Grb2 e FAK. Para avaliagédo da hipétese, células INS-1E foram submetidas a tratamento com insulina para
avaliar se haveria mudanga na viabilidade celular além de serem levadas ao estresse de reticulo com uso de CPA e

posteriormente tratadas com insulina, para avaliar se houve reverséo do estresse.

Palavras-chave: Insulina, Célula Beta Pancreética, Estresse de Reticulo.

Introducéo
Tratamento precoce com insulina é uma terapia para
pacientes recém diagnosticados com diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) que tem sido utilizada em diversos ensaios
clinicos. Os pacientes submetidos a esta terapia,
atingem rapidamente a normoglicemia, mantendo-a a
longo prazo:. Acredita-se que esta reversdo se dé a
melhora da célula beta pancreética, contudo, se tratando
de ensaios clinicos, ndo se sabe ao certo quais 0s
mecanismos ativados nesta célula. Acreditamos que
possiveis mediadores da acdo da insulina na célula beta
sejam as proteinas Grb22 e FAK, uma vez que a
primeira, Gbr2, se mostra importante nas vias de
sinalizagcéo de crescimento, proliferacéo e
sobrevivéncia, enquanto a FAK apresenta papel
importante  sobre  mecanismos  relacionados a
sobrevivéncia e crescimento celular. Nossa hip6tese é
de que esta melhora do DM2, se deva a reversado, ao
menos em parte, do quadro danoso do estresse de
reticulo endoplasmatico, via interagcdo entre GBR2-FAK,
em resposta ao tratamento precoce com insulina,
evitando, assim, declinio da funcdo da célula beta, e a
longo prazo, morte celular.
Resultados e Discusséao

Para teste da hipdtese do projeto, foram utilizadas
linhagens celulares INS1-E. Estas foram primeiramente
submetidas ao tratamento com insulina em diferentes
tempos, para avaliagdo da viabilidade celular e do
melhor tempo de exposi¢cdo da célula ao horménio. A
viabilidade celular foi testada por meio da verificagdo da
concentracdo de ATP, e as células foram expostas a
uma mesma concentracdo de insulina (100nM) nos
tempos de 1lh, 2h e 3h. Os resultados obtidos deste
ensaio (Figura 1.) mostram que ndo foram encontradas
diferencas significativas entre o grupo tratado por 3
horas com insulina, comparado ao controle. Entretanto,
0s grupos tratados por 1 e 2 horas com o hormdnio,
foram encontradas diferencas significativas. Acreditamos
que isto se deva ao fato de que os efeitos da insulina
podem ser mais duradouros quando o tempo de
exposicdo ao hormdnio é maior, sendo que apos a
exposicdo com insulina, as células foram mantidas por
3h para recuperacgéo.
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Figura 1. Grafico do percentual de ATP em relacdo ao
grupo controle. Analises estatisticas foram realizadas
utilizando Ordinary one-way ANOVA, o * representa
diferencas significativas em relagdo ao controle,
considerando p<0,05.
Estes resultados estdo sendo utilizados para as proximas
etapas do desenvolvimento do projeto, onde as células
estdo sendo tratadas com CPA, e insulina por 3h. As
células serdo expostas também ao siRNA contra Grb2
para avaliar seu papel na melhora das células. Western
blotting e PRC estdo sendo utilizados para avaliar
marcadores do estresse e se ha melhora com tratamento
com insulina, bem como se ha alteracdes nestes padrbes
apos o uso do siRNA.
Conclusdes

Até 0 momento, concluimos que o tempo mais adequado
de exposicéo in vitro das células ao horménio seria de 3h,
uma vez que, observando os niveis de ATP apresentados,
que sdo préximos ao grupo controle, vemos que nao
houve alteracdes significativas da viabilidade celular.
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