Metformina aumenta a expressdo da IDE, mas ndo reduz a morte causada pelo
h1APP nas células INS-1E
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Introducéo

O polipeptideo amiloide da ilhota humana (hIAPP) é um horménio co-secretado com a
insulina pelas células B pancreaticas e é o principal componente do amiloide pancreatico.
O amiloide pancreético é encontrado no pancreas de pacientes com diabetes tipo 2 e pode
estar envolvido na disfuncéo e morte das células  pancreaticas, observadas nesta doenca.
A insulin degrading enzyme (IDE) € uma das principais enzimas responsaveis pela
degradacéo do h1APP e estudos tém mostrado que a expressdo da IDE pode ser modulada
pela AMP-activated protein kinase (AMPK) em neurdnios e no masculo esquelético.
Sendo assim, investigamos se a metformina, um ativador de AMPK, é capaz de modular
a expressao de IDE e proteger as células p pancreaticas (INS-1E) da morte induzida por
hIAPP

Métodos

Para avaliar se a metformina poderia modular o contetido proteico da IDE nas células
INS-1E, realizamos um time course (tempos 0, 0.5, 2, 8, 16 e 24 h) utilizando 0.5 mM e
1 mM de farmaco. Em seguida, testamos se a concentracao capaz de aumentar o contetido
proteico da IDE também poderia alterar sua expressao génica e atividade. Nosso proximo
passo, foi investigar se a metformina poderia proteger as INS-1E da morte induzida pelo
hIAPP. Primeiramente, determinamos a concentracdo de hlAPP capaz de provocar a
morte celular. Para isso, as células foram incubadas com 10 ou 20 uM de h1APP por 48
h. Depois de identificada a concentracdo toxica de hlAPP, as células foram incubadas
com meio contendo apenas o solvente (CTL), hIAPP (hIAPP) ou hIAPP + metformina
(hlAPP + MET) por 24 ou 48 h, para analise da viabilidade celular, producéo de espécies
reativas de oxigénio e de marcadores do estresse de reticulo endoplasmatico. Para as
andlises estatisticas, usamos o teste t de Student ou ANOVA de uma via.

Resultados

A concentracdo de 1 mM de metformina aumentou o contetdo proteico (0 h: 96,95 +
16,38; 16 h: 291,5 £ 19,41) e a expressdo génica da IDE (CTL: 100,0 £ 11,42; MET:
193,5 + 21,12) apds 16h de tratamento. A atividade da enzima ndo foi alterada pelo
farmaco (CTL: 0,0009624 + 0,0001603; MET: 0,0008083 + 0,0001490). Identificamos
que a concentracdo de 20 uM de hlAPP, apds 48 h, aumentou a porcentagem de células
mortas (CTL: 100,0 £ 34,80; hIAPP 10 uM: 160,5 + 37,38; hIAPP 20 uM: 303,9 £ 33,21).
Sendo assim, adotamos essa concentracdo para induzir a morte celular nos experimentos
seguintes. Curiosamente, o tratamento com a metformina, ao invés de proteger,
potencializou a morte causada pelo hIAPP (CTL: 100,0 + 18,22; hlAPP: 290,6 £+ 91,72;
hIAPP+MET: 3425 * 383). A incubacgdo concomitante com h1APP e metformina causou
aumento do estresse oxidativo (CTL: 100,0 + 12,89; hlAPP: 135,5 + 18,24; hIAPP+MET:
238,0 + 38,91) e da expressdo de marcadores de estresse de reticulo endoplasmatico como
a p-elF2a (CTL: 108,3 + 10,40; hlAPP: 196,2 + 37,40; hIAPP+MET: 336,9 + 40,08) e a
p-JNK (CTL: 100,0 £ 4,66; hlAPP: 85,56 + 7,12; hIAPP+MET: 159,2 + 13,11).



Concluséo

Apesar de aumentar a expressdo de IDE, a metformina potencializou a morte causada
pelo hIAPP nas células INS-1E. Nossos resultados indicam que 0 aumento do estresse
oxidativo e a inducdo do estresse de reticulo endoplasméatico podem ser mecanismos
envolvidos nesse efeito.



