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RESUMO

O metabolito ativo da vitamina D3 (1,25-D3) estd relacionado a efeitos benéficos no
metabolismo da glicose através do aumento da secre¢do e melhora da sensibilidade a insulina.
A enzima ERp57 ¢ descrita por interagir com isdmeros da 1,25-D3 (6-s-cis e 6-s-trans) e ativar
cascatas de sinalizagdo intracelulares, como a via MAPK/ERK1/2, que contribui para a
sobrevida das células B pancreaticas. Neste trabalho foi estudado o efeito da 1,25-Ds3 e do
colecalciferol na glicemia de ratos normoglicémicos e resistentes a insulina, bem como, a
resposta rapida da 1,25-Ds no influxo de *Ca** e o papel da via MAPK/ERK 1/2 no mecanismo
de acdo, para secre¢do de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos. Interagdes entre
isomeros da 1,25-D3 com ERp57, PKCa foram investigadas através de simulagdes
computacionais. In vivo: ratos Wistar em jejum (2 h) foram divididos em cinco grupos
experimentais: Controle (NaCl 0,9%), 1,25-Ds (20 pg/ml/ Kg; i.p.), colecalciferol (2.640 UI;
1.8 nM; g.0.), dexametasona (0,1 mg/mL; i.p.), 1,25-D3 + dexametasona e colecalciferol +
dexametasona. Os compostos foram administrados durante 5 dias antes de realizar o teste de
tolerancia a insulina (TTI; 0,2 U/ Kg; i.p.). Apos o TTI, foram quantificados glicemia, AST,
ALT, y-GT, LDH, CT, TG, célcio total e glicogénio hepatico. In vitro: apds o equilibrio de
43Ca?, ilhotas pancreaticas isoladas foram incubadas com ou sem 1,25-D3 (1 nM - 1 min) ou
ativador/bloqueador de canais/proteinas. Radioatividade e proteinas foram quantificadas.
Insulina estatica foi determinada por ELISA. A co-localizagdo de p-ERKI1/2, na
presenga/auséncia de PD 98-059, foi investigada por imunofluorescéncia. In silico: ERp57
(PDB: 3F8U) e PKC (PDB: 3PFQ) foram obtidas por modelo de homologia (SwissModel); os
ligantes 6-s-cis (LUM; MarvinSketch; ChemAxon v.20.17; UCSF Chimera) e 6-s-trans (VDX;
Dock Prep; UCSF Chimera v. 1.14) foram minimizados. As poses docadas com menor energia
de ligacdo (Autodock Vina; RMSD, 0,0000) foram submetidas as simulacdes de dindmica
molecular (GROMACS; modelo de dgua TIP3P; GAFF; 10 ns). Neste trabalho, observamos
que in vivo, a 1,25-D3 preveniu a resisténcia a insulina, no entanto, o colecalciferol nao
reproduziu efeito semelhante. A 1,25-D3 reduziu o contetido de AST e ALT, LDH e CT e
aumentou TG e calcio total. Estudos in vitro mostraram que a 1,25-D3 estimulou fosforilagao
de MAPK/ERK /2, influxo de **Ca*" e secregdo de insulina em ilhotas pancreaticas de ratos.
O efeito estimulatorio da 1,25-Ds foi inibido por diazoxide, apamina, tapsigargina, dantrolene,
2-APB, nifedipina, TEA, Ro 32-0432, KT-5720; e aumentado pela glibenclamida e N-
etilmaleimida. /n silico, ERp57 ou PKCa tiveram interagdes energéticas favoraveis com LUM
e VDX. A estabilidade dos complexos proteinas-ligantes refletiu-se na menor variacdo dos
valores de RMSD. LUM ou VDX interagiram por ligagcdes de hidrogénio a ERp57 ou a PKCa
em uma cavidade hidrofébica com d&reas superficiais relacionadas. De acordo com estes
resultados pode-se concluir que o efeito estimulatorio da 1,25-D3 nas células B pancreaticas
envolve a ativagio dos canais L-VDCC, K*-ATP e K'-Ca®", que contribuem para a
despolarizagdo celular. Essas alteragdes ionicas também ativam participantes a jusante. Apos
aumento intracelular abrupto de célcio e secrecdo de insulina, a ativagao dos canais Kv ¢ crucial
para repolarizacdo celular. As predi¢des in silico sugerem que LUM e VDX interagem com
ERp57 e PKCa, podendo desencadear e ativar respostas rapidas ndo gendmicas (via
MAPK/ERK1/2), que contribuem para sobrevida de células B pancreaticas de ratos. De modo
geral, estes dados apontam que as proteinas estudadas sdo possiveis alvos terapéuticos,
juntamente com o papel da 1,25-D3 como adjuvante em quadros de hiperglicemia.

Palavras-chave: 10,25(OH)2 Vitamina Ds. Calcio. MAPK/ERK1/2. Células B pancreaticas.
Secrecdo de insulina. ERp57. PKCa. Docking Molecular. Dinamica Molecular.



ABSTRACT

The active metabolite of vitamin D3 (1,25-D3) is related to beneficial effects on glucose
metabolism by increasing insulin secretion and improving insulin sensitivity. The enzyme
ERp57 is described to interact with isomers of 1,25-D3 (6-s-cis and 6-s-trans) and activate
intracellular signaling cascades, as well as, the MAPK/ERK1/2 pathway, which contributes to
pancreatic B cell survival. In this work, the effect of 1,25-D3 and cholecalciferol on glycemia
of euglycemic and insulin-resistant rats were studied, as well as, the rapid response of 1,25-D3
in the ¥*Ca”" influx and the role of the MAPK/ERK 1/2 pathway in its mechanism of action, for
insulin secretion in isolated pancreatic islets from rats. Interactions between isomers of 1,25-
D3 with ERp57, PKCa were investigated through computational simulations. /n vivo: fasting
wistar rats (2 h) were divided: Control (NaCl 0.9%), 1.25-Ds (20 pg/ml/ Kg, i.p.),
cholecalciferol (2,640 IU; 1.8 nM; o.g.), dexamethasone (0.1 mg/ mL, ip.), 1.25-D3 +
dexamethasone and cholecalciferol + dexamethasone. All compounds were administered
during 5 days prior to insulin (0.2 U/ Kg; i.p.). After ITT, glycemia, AST, ALT, y-GT, LDH,
CT, TG, total calcium and hepatic glycogen were quantified. In vitro: after **Ca®" equilibrium,
isolated pancreatic islets were incubated with/without 1,25-D3 (1 nM - 1 min) or
channels/proteins activator/blocker. Radioactivity and proteins were quantified. Static insulin
was determined by ELISA. The co-localization of p-ERK1/2, in the presence/absence of PD
98-059, was performed by immunofluorescence. In silico: ERp57 (PDB: 3F8U) and PKC
(PDB: 3PFQ) proteins were obtained through homology model (SwissModel); ligands 6-s-cis
(LUM; MarvinSketch; ChemAxon v.20.17; UCSF Chimera) and 6-s-trans (VDX; Dock Prep;
UCSF Chimera v. 1.14) were minimized. The docked poses with lower binding energy
(Autodock Vina; RMSD, 0.0000) were subjected to molecular dynamics simulations
(GROMACS; TIP3P water model; GAFF; 10 ns). 1,25-Ds in vivo prevented insulin resistance,
however, cholecalciferol did not reproduce similar effect. 1,25-D3 in vivo decreased serum
concentrations of AST and ALT (suggestive of liver protection), LDH and TC and increased
TG and total calcium. In vitro, 1,25-D3 stimulated MAPK/ERK1/2 phosphorylation, °Ca*"
influx and insulin secretion in rat pancreatic islets. The stimulatory effect of 1,25-D3; was
inhibited by diazoxide, apamine, tapsigargine, dantrolene, 2-APB, nifedipine, TEA, Ro 32-
0432, KT-5720; and increased by glibenclamide and N-ethylmaleimide. /n silico, ERp57 or
PKC had favorable energetic interactions with LUM and VDX. Proteins-ligands complexes
stability was reflected in the lower variation on RMSD values. LUM or VDX interacted by
hydrogen bonds with ERp57 or PKC in a hydrophobic pocket with related surface areas. The
stimulatory effect of 1,25-Ds3 on pancreatic B cells involves the activation of L-VDCC, K'-ATP
and K*-Ca*" channels, which contributes to cellular depolarization. These ionic changes also
activate downstream participant’s. After an abrupt intracellular calcium increase and insulin
secretion, the activation of Kv channels may be crucial for cell repolarization. In silico
predictions suggest that LUM and VDX interact with ERp57 and PKC, thus triggering and
activating rapid non-genomic responses (MAPK/ERK1/2 pathway), contributing to the
pancreatic [ cells survival of rats. Altogether, these data point out that the studied proteins are
possible therapeutic targets, together with the role of 1,25-D3 as an adjuvant in hyperglycemia.

Keywords: 10,25(OH)2 Vitamin Ds3. Calcium. MAPK/ERK 1/2. Pancreatic 3 cells. Insulin
secretion. ERp57. PKC. Molecular Docking. Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

A vitamina D compreende um grupo de moléculas lipossoluveis denominadas
secosterdides (NORMAN, 2008). A vitamina D3 pode ser obtida exogenamente (10 a 20%) da
dieta ou endogenamente (80 a 90%) através da exposicdo a luz solar (UVB), pelo 7-
desidrocolesterol, um metabolito do colesterol presente na epiderme, que atua como precursor
da vitamina D3, para ser posteriormente absorvido pela corrente sanguinea (NAIR; MASEEH,
2012; NORMAN, 2008).

A vitamina D3 s6 possui atividade bioldgica mediante a um processo de hidroxilacdo que
ocorre em duas etapas (BOUILLON et al., 1995). Primeiramente, ela ¢ metabolizada no figado
pela ac¢do das enzimas do citocromo P450 (CYP2R1 e CYP27A1), onde ¢ entdo convertida em
25(0OH)Ds (25-D3), também denominada colecalciferol, a principal forma circulante. A segunda
etapa de hidroxilagao ocorre nos rins e requer a enzima CYP27B1, para formar o principal
metabolito ativo, a 1a,25(OH)2D3 (1,25-D3) ou calcitriol, € o metabdlito menos ativo, 24R,
25(0OH)2Ds, na qual sdo transportados sistemicamente para os 6rgaos-alvo (NORMAN et al.,
1993). Varias vias e o metabolismo caracteristico da vitamina D3, bem como metabdlitos
analogos e enzimas especificas das vias metabodlicas da vitamina D3 tém sido recentemente
associados com a regulagdo da glicemia e da secrecdo da insulina pelas células § pancreaticas
(BENETTI et al., 2018; CHENG; BOUCHER; LEUNG, 2013; KAJIKAWA et al., 1999;
NORMAN et al., 1980). Evidéncias indicam que existe uma correlagdo inversa entre as
concentragdes circulantes de vitamina D3 e o risco para desenvolvimento de algumas doengas,
incluindo diabetes melito tipo 2 (ANDERSON et al., 2010; KNEKT et al., 2008; PITTAS et
al., 2010). Além disso, dados de estudos com roedores corroboram a hipétese de que a vitamina
D3 contribui para a satde das células B e sua deficiéncia tem efeitos desfavoraveis na secre¢ao
de insulina (CHENG; BOUCHER; LEUNG, 2013; KJALARSDOTTIR et al.,2019; NORMAN
et al.,, 1980). A suplementagdo com vitamina D3 parece restaurar esse importante evento
fisiolégico (BORISSOVA et al., 2003; BOUCHER et al., 1995; CADE; NORMAN, 1986;
MITRI; PITTAS, 2014) tanto na fase 1 quanto na fase 2 de secrec¢ao de insulina (KADOWAKI;
NORMAN, 1985). No entanto, o mecanismo de acdo pelo qual a vitamina D3 é capaz de

controlar a glicemia ainda ¢ desconhecido.
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A diabetes melito (DM) ¢ caracterizada por um grupo heterogéneo de disturbios
metabolicos que apresentam em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na agdo e/ou
secrecdo de insulina. De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e Associagdo
Americana de Diabetes (ADA) a DM pode ser dividida em quatro classes clinicas distintas: DM
tipo 1, caracterizado por um processo autoimune que resulta em destruicao total das células f,
geralmente levando a absoluta deficiéncia de insulina; DM tipo 2, frequentemente associada a
obesidade e resisténcia periférica a insulina; DM gestacional, caracterizada por qualquer
alteracdo da glicemia durante a gestacdo, podendo acarretar risco ao desenvolvimento fetal; e
outros tipos especificos de DM, que envolvem defeitos genéticos das células pancreaticas ou
pancreatites (ADA, 2019; OMS, 2020).

A diabetes melito tipo 2 (DM2) ¢ a forma mais frequente de DM, cuja principal
caracteristica ¢ a hiperglicemia resultante da perda da ag¢@o da insulina nos tecidos alvo e
posteriormente perda progressiva da secrecao de insulina pelas células [ pancreaticas
(HALPERN et al., 2010). Isto se d4, ndo apenas a redu¢do da massa de células B, mas também
por falhas na sinalizacdo de ATP / Ca*? (PEYOT et al., 2010). A hiperglicemia cronica estd
relacionada a alteragcdes e complicagdes macrovasculares, incluindo doenga cardiovascular,
doenca arterial periférica e acidente vascular cerebral; e distirbios microvasculares,
caracterizados por retinopatia, nefropatia e neuropatia (CADE, 2008; NAZIMEK-SIEWNIAK;
MOCZULSKI; GRZESZCZAK, 2002).

A insulina é um hormdnio anaboélico secretado pelas células B pancreaticas e atua em
tecidos alvos (tecido muscular esquelético e tecido adiposo, principalmente). A partir da
interacdo da insulina com o receptor de insulina na membrana plasmatica (INS-R), ocorre
autofosforilagdo do segmento intracelular em residuos de tirosina. O receptor ativado fosforila
varios substratos proteicos (IRS, insulin receptor substrate) e o resultado consiste no
acoplamento da ativagao do receptor de insulina com vias de sinalizago, principalmente PI3K
e MAPK, que vao promover efeitos no metabolismo de carboidratos (translocagdo do receptor
GLUT4), lipidios e proteinas; mas também no crescimento e proliferagdo celular,
respectivamente (PETERSEN; SHULMAN, 2018).

A vitamina D3 desempenha papel essencial na secre¢do de insulina e estimulo da
expressao de INS-R, o que leva a maior capacidade de resposta a insulina na captacao de glicose
pelos tecidos alvos (MAESTRO et al., 2000). A 1,25-D3 também possui mecanismo de resposta
rapida ndo gendmica que atua direta ou indiretamente no controle das células B e na secreg@o

de insulina. Geralmente, essas respostas sao geradas entre 1 a2 min e 15 a 45 min. Isso contrasta
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com as respostas genomicas, que geralmente levam horas ou dias para se tornarem totalmente
aparentes, e que podem ser bloqueadas por inibidores de transcri¢ao e tradugdo (MIZWICKI;
NORMAN, 2009).

As ilhotas pancreaticas contém um alto nivel de expressao do receptor da vitamina D3
(VDR), na qual ¢ responsavel pelas principais respostas biologicas geradas pela 1,25-Ds
(HUMMEL et al., 2014). A forma molecular estrutural da 1,25-Ds ¢ altamente flexivel. Assim,
0s isomeros 6-s-cis e 6-s-trans da 1,25-D3 resultam de uma rota¢ao de 360 graus em torno dos
carbonos 5 ¢ 6 a uma taxa de milhdes de vezes por segundo (HAUSSLER et al., 2011). O
receptor VDR pode se ligar preferencialmente com o isomero 6-s-trans da 1,25-D3 e conduzir
esta molécula para o nucleo da célula (CHEN et al., 2019). Além disso, estudos prévios
identificaram um receptor putativo para a 1,25-D3 localizado nas caveolaes (miristoilado) da
membrana plasmatica. Este receptor foi denominado 1,25-D3-MARRS (receptor de esterdide
de resposta rapida associado a membrana) ou mVDR (VDR de membrana) (NORMAN, 2012).
Curiosamente, 1,25-D3-MARRS foi identificado como idéntico ao receptor de reticulo
endoplasmatico 57/60 (ERp57 ou ERp60) ou a familia da Proteina Dissulfeto Isomerase A,
membro 3 (PDIA3) (STERLING; KHANAL; NEMERE, 2013). Os estudos de estrutura-fungao
indicam que a interacao especifica entre o mVDR e o ligante 1,25-D3 ocorre preferencialmente
com o isomero 6-s-cis (NORMAN; MIZWICKI; NORMAN, 2004). Os efeitos rapidos
desencadeados pela ligacdo da 1,25-D3 ao mVDR podem contribuir para as vias de transdugao
de sinal a jusante e ativagdo de segundos mensageiros, como a proteina cinase ativada por
mitogeno (MAPK), proteina cinase C (PKC) e outras proteinas associadas (HAUSSLER et al.,
2011; STERLING; KHANAL; NEMERE, 2013). Além disso, esta interacdo resulta na
transcaltachia (estimulagdo hormonal rapida do transporte de célcio), abertura ou regulagio dos
canais de calcio ou potassio (K'-ATP) para estimular a exocitose € a secre¢do de insulina pelas
células B pancreaticas (HAUSSLER et al., 2011).

O calcio ¢ o principal regulador intracelular da secrecao de insulina, atuando nas células
B pancreéticas como gatilho para a exocitose. A glicose entra na célula § pancreatica por um
transporte facilitado envolvendo o transportador GLUT2 em roedores (em humanos, GLUT1 e
GLUTS3). Apos a fosforilagao pela glucocinase, a glicose € metabolizada durante a glicolise no
ciclo do acido tricarboxilico (TCA). Em resposta ao aumento da razdo ATP / ADP do

metabolismo da glicose, ocorre o fechamento dos canais K'-ATP e a despolarizagio da
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membrana plasmatica. Isso gera abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem
(VDCC), os principais canais de entrada de calcio nas células B pancredticas, que leva a
alteragdes pulsateis do célcio citosolico (RUTTER et al., 2017). Canais de K™ dependentes de
voltagem (Kv), canais de K™ dependentes de Ca®" (K'-Ca*") e o trocador Na*/Ca*" também
estdo envolvidos no mecanismo de secrecdo de insulina e desempenham papéis especificos
(RUTTER et al., 2017).

O mecanismo da 1,25-D3 também ¢ descrito pelo seu papel através da via de sinalizagdo
das proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPK/ERK1/2), sendo capaz de gerar respostas
teciduais positivas, tais como a¢do anti-apoptética, anti-oxidante e anti-inflamatoéria (EL-
MANSI; AL-KAHTANI, 2019; HUANG et al., 2015; Ll et al., 2018; XU et al., 2016), podendo
assim, influenciar na sobrevida das células § pancreaticas. Nesse cendrio, a 1,25-D3 também
contribui indiretamente para a fungdo das células  pancreaticas, o que pode estar relacionada
a interacdo com ERp57 expresso nesse tecido (YAMAMOTO et al., 2014). De fato, a expressao
aumentada de ERp57 tem um papel protetor na homeostase das células B por meio do processo
de autofagia modulado por ERp57. Uma vez que este processo ¢ crucial para prevenir
disfungdes de células B na diabetes mellito tipo 2 (YAMAMOTO et al., 2014).

As respostas fisiologicas apos o tratamento com 1,25-Ds incluem a ativacao das vias de
sinalizacdo de proteinas. De fato, as interacdes das redes de proteinas podem explicar eventos
bioquimicos e prever associagdes proteina-proteina. Para isto, ¢ possivel usar ferramentas de
analise de rede por meio de frameworks (graficos) e algoritmos disponiveis em bases de dados,
incluindo a STRING (SZKLARCZYK et al., 2011). O estudo das parceiras fisiologicas permite
compreender fung¢des adicionais da proteina alvo (SZKLARCZYK et al., 2015).

A selecao do alvo molecular na descoberta de firmacos depende, pelo menos, da escolha
do foco de agdo de um composto previamente caracterizado como potencial agente terapéutico
(NORMAN; MIZWICKI; NORMAN, 2004). Assim, as predi¢des in silico podem esclarecer
alguns mecanismos moleculares por tras das interagdes entre a molécula 1,25-Ds (cis / trans) e
o receptor de membrana ERp57, ou a proteina cinase C (PKC). Estas proteinas estdo envolvidas
na sinalizagdo intracelular rapida das células f pancreaticas, onde as proteinas MAPK/ERK1/2
podem ser moduladas pela 1,25-D3. Durante os tltimos anos, os avangos no calculo de energias
livres de ligagdo envolvendo simulagdes moleculares, t€ém sido significativos e altamente
reconhecidos pelo mundo cientifico. Além disso, esses calculos podem contribuir para melhorar

a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos (DE RUITER; OOSTENBRINK, 2020).
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Diante do cenario atual da diabetes tipo 2 e dos disturbios que afetam o metabolismo da
glicose, juntamente com as iniumeras acdes da vitamina D3 e metabolitos, estudos prévios do
Laboratério de Hormoénios & Transdugdo de Sinais tém demonstrado o envolvimento da 1,25-
D3 na homeostasia da glicose, como por exemplo, através de vias de sinalizagdo de translocagao
do GLUT4 no musculo esquelético (GOMES CASTRO et al., 2014). Apoiado em pesquisas
anteriores, este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos em curto prazo (5 dias) do
colecalciferol e da 1,25-D3 na glicemia de ratos normoglicémicos e resistentes a insulina, bem
como, avaliar o efeito do tratamento com 1,25-D3 na lesdo hepatica, toxicidade e influéncia dos
lipidios séricos. Foi ainda objetivo deste trabalho, elucidar as vias de sinalizacdo e os canais
10nicos que medeiam a ac¢do deste hormonio nas células B pancredticas, a fim de estabelecer o
possivel mecanismo de a¢ao da 1,25-Ds (resposta rapida) na exocitose regulada das vesiculas
de insulina, focando em alvos terapéuticos importantes e ainda pouco elucidados. Além disso,
estudar o papel da via de sinalizagdo MAPK/ERK1/2 na acao da 1,25-D3, a fim de elucidar a
possivel participagdo desta via no mecanismo de acdo da 1,25-D3 em células 3 pancreaticas de
ratos e predizer através de simulacdes in silico a possivel interacdo e as energias envolvidas

entre as proteinas ERp57 e PKC com os ligantes isomeros da 1,25-D3 (6-s-cis ou 6-s-trans).

1.1 DIABETES MELITO

A diabetes melito (DM) ou diabetes ¢ um disturbio metabolico heterogéneo caracterizado
pela presenca de hiperglicemia devido ao comprometimento da secrecao de insulina, agdo
defeituosa da insulina ou ambos. A hiperglicemia cronica presente na DM estd associada a
complicacdes microvasculares de longo prazo, relativamente especificas, e pode afetar os olhos,
rins € nervos, bem como um risco aumentado para doenca cardiovascular (DCV). Os critérios
de diagnostico para a DM s3o apoiados em limiares de glicose plasmatica em amostras de
sangue venoso (ADA. American Diabetes Association, 2020).

A classificacdo atual da DM se baseia na etiologia e ndo no tipo de tratamento. De acordo
com a classificagdo proposta pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Associagdo
Americana de Diabetes (ADA), a diabetes inclui quatro classes:

e Diabetes tipo 1 (DM1): resulta principalmente de destrui¢do das células B pancreaticas

com consequente deficiéncia de insulina. O individuo € propenso a cetoacidose.
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e Diabetes tipo 2 (DM2): pode variar de resisténcia a insulina predominante com
deficiéncia relativa de insulina a um defeito secretor predominante com resisténcia a
insulina.

e Diabetes gestacional (DMG): refere-se a intolerancia a glicose com inicio ou primeiro
reconhecimento durante a gravidez.

e Tipos especificos de DM devido a outras causas: esta categoria engloba sindromes do
diabetes monogénico (como o diabetes neonatal e o diabetes da maturidade de inicio
precoce [MODY ; maturity-onset diabetes of the Young]), doencas do pancreas exocrino
(tais como fibrose cistica) e a diabetes induzida por firmacos ou substancias quimicas
(tais como a utilizagdo de glicocorticéides no tratamento do HIV/AIDS ou apds
transplante de 6rgaos) (ADA. Amerian Diabetes Association, 2020).

Os critérios de diagnostico para diabetes estdo resumidos no Quadro 1.

QUADRO 1 — Critérios de diagndstico para a DM.

Glicose de jejum > 126 mg / dL.
(Jejum = sem ingestao caldrica por pelo menos 8 h)
Ou
HbAlc > 6,5 %

(O teste deve ser realizado em laboratdrio, usando um método que
seja certificado pelo NGSP e padronizado para o ensaio DCCT).*
Ou
Glicemia pos 2 h 75 ¢ OGTT > 200 mg / dL.

O teste deve ser realizado conforme descrito pela OMS, usando uma carga de glicose
contendo o equivalente a 75 g de glicose anidra dissolvido em agua. *
Ou
Glicemia aleatoria > 200 mg / dL

Em um paciente com sintomas cléassicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica.

HbA1c, Hemoglobina glicada fracdo Alc; NGSP, Programa Nacional para Padronizacdo da Hemoglobina Glicada;
DCCT, Controle de Diabetes ¢ Complicacdes; OGTT, Teste oral de tolerancia a glicose; OMS, Organizagéo
Mundial da Saude. *Na falta de hiperglicemia inequivoca, o diagnostico requer dois resultados anormais da mesma
amostra ou testes em duas amostras separadas. Fonte: ADA, 2020.
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1.1.1 Epidemiologia

A DM2 ¢ considerada uma epidemia crescente e se tornou uma das principais causas de
morte no mundo. A prevaléncia de DM2 aumentou consideravelmente nas ultimas décadas e
variou entre as comunidades, mostrando que depende da interagdo entre suscetibilidade
genética e certos fatores ambientais. Aproximadamente 463 milhdes de adultos com idades
entre 20 e 79 anos atualmente vivem com diabetes. Isto representa 9,3% da populacdo do mundo
nessa faixa etaria INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). O envelhecimento
populacional, a crescente prevaléncia de obesidade, estilo de vida sedentario e urbanizacao sao
considerados os principais fatores para o aumento da incidéncia e prevaléncia de DM2 em todo
o mundo (INGELFINGER; JARCHO, 2017). Estimativas globais prevéem que o niimero total
de adultos com DM2 suba para 578 milhdes até¢ 2030 e para 700 milhdes até 2045 (Figura 1).
Da mesma forma, a prevaléncia aumentard de 10,2% para 10,9% no mesmo periodo
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). Esse cendrio representa um alto
custo social e financeiro aos pacientes e ao sistema de saude, sendo que a doenca também esta
associada a complicagdes como insuficiéncia renal, amputagdo de membros inferiores,
cegueira, doenca cardiovascular, entre outros (PAPATHEODOROU et al., 2018). Isto
representa um total de 4,2 milhdes de mortes causadas pela doenga somente em 2019 e gastos
que atingiram USD 760,3 bilhdes com saude publica (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2019).

O Brasil ndo ¢ excecdo a esse respeito. Atualmente ele € o quinto pais lider em termos
de niimero absoluto de pessoas com diabetes tipo 2, correspondendo a 16,8 milhdes de adultos
com a doenga, o que representa 8% da populacdo nacional. No pais, entre 2006 e 2016, segundo
o Ministério da Saude, houve um aumento de 60% no diagnostico da doenga, e os custos devem
dobrar até 2030, chegando a US$ 97 bilhdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). A projegdo
para 2045 ¢ que este nimero aumente para 26 milhdes de casos da doenca (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019). A diabetes ¢ a doenga renal cronica (causada pela
diabetes), bem como a glicemia de jejum elevada, constituem atualmente um grande e crescente
problema de saude publica no Brasil (DUNCAN et al., 2017), sendo que 6,6% dos adultos
apresentam hemoglobina glicada > 6,5% (MALTA et al., 2019) e o desafio recai pela falta de

controle glicémico dos pacientes: 50% das pessoas com diabetes tipo 2 desconhecem o
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diagnostico. Surpreendentemente, as agdes até o momento para a prevengao e controle sao

lentas, considerando a magnitude do problema.

FIGURA 1 — Numero de pessoas com diabetes tipo 2 no mundo e por regido em 2019, 2030 e
2045 (20-79 anos).
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Fonte: INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

1.1.2 Diabetes Melito tipo 2

A diabetes melito tipo 2 (DM2) corresponde a 90% - 95% dos casos de diabetes no
mundo e a maioria dos pacientes apresentam sobrepeso ou obesidade. O excesso de peso em si
causa resisténcia a insulina. Pacientes que n3o tem obesidade ou excesso de peso podem
apresentar a doenca pelo aumento da porcentagem de gordura corporal distribuida,
predominantemente na regido abdominal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2018).

Na DM2, o estado hiperglicémico ¢ resultante da incapacidade das células dos tecidos
alvo responderem totalmente & acdo da insulina, uma situagdo denominada "resisténcia a
insulina". Durante o estado de resisténcia, o hormonio insulina se torna ineficaz ao longo do
tempo, e com isso, as células § pancreaticas sdo requisitadas a aumentar a producao de insulina
na tentativa de manter a demanda hormonal. Com o tempo, a inadequada sintese e agdo da

insulina pode resultar em sobrecarga seguido de falha irreversivel nas células  pancreaticas
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(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018). A DM2 ¢ mais prevalente em idosos,
mas tem acometido cada vez mais criancas e adultos jovens, devido ao aumento da incidéncia
de obesidade, inatividade fisica e dieta inadequada (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2019).

O pilar do tratamento e prevencao da DM2 ¢ a promogao de um estilo de vida saudavel,
que inclua dieta balanceada, atividade fisica regular, auséncia de tabagismo e manuten¢do de
um peso corporal saudavel. Se isto nao for suficiente para o controle da glicemia, o tratamento
com medicamento via oral ¢ indicado, e a metformina geralmente ¢ o medicamento de primeira
linha. Nos casos em que o tratamento com um unico hipoglicemiante oral ndo seja suficiente,
algumas opcdes para terapia combinada sdo disponibilizadas (sulfonilureias, inibidores da
dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), analogos do peptideo 1 do tipo glucagon (GLP-1). Com a
progressdo da doenca, os medicamentos orais deixam de ser efetivos em controlar a
hiperglicemia, passando a serem necessarias aplicacdes de insulina injetavel

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

1.2 INSULINA

A insulina ¢ um polipeptideo de peso molecular de 5800 Da, secretado pelas células 3
pancreaticas e desempenha importantes fun¢des na regulagdo do metabolismo, sendo também
um hormonio anabolico. Promove a captagdo de glicose pelas células e aumenta a sintese de
glicogénio, acidos graxos e proteinas, tendo papel fundamental na conversdao do excesso de
glicose em duas formas de armazenamento, glicogénio e triacilglicerdis, além de contribuir para

a manutencdo da homeostase da glicose (RAMESAN; SHARMA, 2009).

1.3 CANAIS IONICOS E INFLUXO DE CALCIO

Dando destaque a algumas vias de sinalizacdo centrais para a homeostasia da glicose, a
que envolve a exocitose das vesiculas de insulina nas células § pancreaticas merece mengao. A

literatura reporta a importancia, ndo s6 da concentragdo de glicose, mas também das alteracdes
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na concentracao de célcio interno das células [ pancreaticas, para a liberagao de granulos de
insulina (RORSMAN; RENSTROM, 2003). O grau de variabilidade do calcio intracelular é
determinante para a liberagdo das vesiculas de pool prontamente liberavel (RRP), de liberacao
imediata (IRP) e de liberacao lenta (SRP) em células secretdrias, como as células § pancreaticas,
cromafinicas e melanotroficas (MEARS, 2004; RORSMAN; RENSTROM, 2003; SEDEJ;
ROSE; RUPNIK, 2005; VOETS, 2000; VOETS; NEHER; MOSER, 1999), isto contribui para
a separacio das fases cinéticas da exocitose regulada (DOLENSEK; SKELIN; RUPNIK, 2011).

O ion Ca?" ¢ critico para a cinética pulsatil de secre¢io de insulina das células B
(GRODSKY; BENNETT, 1966). Qualquer estimulo que induza o influxo de Ca?" na célula B
pode desencadear a secre¢do de insulina, no entanto, a glicose € o secretagogo mais potente em
relag@o a outros estimulos despolarizantes. As células B pancreaticas sdo bem adaptadas em
traduzir alteragdes na concentragdo de glicose citoplasmatica capazes de gerar alteragdes na
secrecao de insulina. A glicose entra na célula B pancreatica via transportador GLUTI ou
GLUT?2 por difusdo facilitada e o efeito estimulatorio depende criticamente de um aumento na
razdo ATP / ADP resultante do metabolismo na via glicolitica (HENQUIN, 2009; PRENTKI;
MATSCHINSKY; MADIRAJU, 2013). A regulagio de Ca*" ocorre através do metabolismo
mitocondrial, onde o piruvato, resultante do metabolismo da glicose via glicolise, € transportado
para dentro das mitocondrias e convertido em acetil-CoA pela piruvato desidrogenase (PDH),
que entdo entra no ciclo de tricarboxilato (TCA). A entrada de calcio nas mitocondrias ¢é
facilitada pelo processo mitocondrial uniporte de calcio (MCU) que acelera o movimento do
substrato através do ciclo TCA (RUTTER et al., 2017). Na mitocondria, o NADH conduz
complexos da cadeia respiratoria para gerar um gradiente de H e hiperpolariza¢do do potencial
de membrana. A dissipagdo do gradiente de H" estimula subsequentemente a produgido de ATP
pela ATP sintase, cuja atividade também ¢é aumentada por Ca®*. ATP ¢é transportado para fora
da matriz mitocondrial via adenina nucleotideo translocase (ANT), que também ¢ estimulada
por um aumento no Ca>" mitocondrial (RUTTER et al., 2017).

O aumento da proporcao intracelular de ATP / ADP conduz ao fechamento dos canais
de K" dependentes de ATP (K'-ATP) e diminuigdo da polarizagdo de membrana que resulta na
ativagdo dos canais de Ca®" dependentes de voltagem (VDCC). Aumentos no [Ca*']
citoplasmatico induzidos por glicose, resultantes do influxo do ion através de VDCC ou outros
canais de membrana plasmatica, ou pela mobilizacdo do ion, desencadeada por receptores de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e receptores de rianodina (RYR), dos estoques do reticulo

endoplasmatico (RE), levam a ativacdo de varias proteinas efetoras de ligagdo ao Ca**, que



25

direta ou indiretamente impactam as funcdes celulares de maneiras altamente especificas. A
aceleragdo do metabolismo da glicose estimula a atividade de Ca®’-ATPases localizadas na
membrana plasmatica (PMCA) e no reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA). O reticulo
endoplasmatico (RE) serve entio como um reservatério de Ca?*. As mitocondrias captam o
Ca’" através do processo mitocondrial uniporte de calcio (MCU) e o libera através do trocador
Na'/Ca*" (NCX) presente na membrana plasmatica (IDEVALL-HAGREN; TENGHOLM,
2020).

FIGURA 2 — Sistemas que controlam a dindmica subcelular de Ca®* nas células p pancreaticas.
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O metabolismo da glicose via glicdlise (area sombreada cinza) gera piruvato (pyr), que entra na mitocondria para
promover a sintese de ATP. O aumento da relagdo ATP / ADP leva ao fechamento dos canais de K™-ATP,
despolarizagdo da membrana plasmatica (PM) (AY |) e abertura dos VDCC. As oscilagdes na glicdlise governadas
pelo retorno positivo da frutose-1,6-bisfosfato (F1,6P) sobre a fosfofrutocinase (PFK) podem, assim, conduzir
oscilagdes no [ATP] citoplasmatico € [Ca®"] citoplasmatico. Para observar oscilagdes antifésicas de [ATP]
citoplasmaético e [Ca?"] citoplasmatico, deve-se assumir que a captagdo de Ca’" na matriz mitocondrial via
complexo mitocondrial uniporte (MCU) acelera a atividade da piruvato desidrogenase (PDH), de modo que a
ultima parte da glicélise seja privada de substrato, incluindo F1,6P critico para a atividade da PFK. Atividade
reduzida de PFK portanto, ird diminuir o fluxo e, assim, a produ¢do de ATP quando o [Ca?'] citoplasmatico estiver
alto. Outro cenario prevé que as oscilagdes sdo impulsionadas pelo aumento do consumo de ATP por enzimas
transportadoras de Ca?*. Ca?*-ATPases da membrana plasmatica e ER (PMCA e SERCA) hidrolisam o ATP e o
trocador Na*/Ca?" (NCX) utiliza o gradiente Na* que, por sua vez, depende da atividade do ATP-hidrolisando pela
Na"/K* -ATPase (NKA). Estes tltimos transportadores sdo eletrogénicos e influenciam o potencial de membrana,
conforme indicado. O ATP/ADP reduzido pode reativar os canais de K*-ATP e interromper o influxo de Ca?*.
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Este cendrio pode explicar oscilagdes antifasicas do [Ca®'] e [ATP] citoplasmaético. Quando os canais de K*-ATP
estdo fechados, variagdes na pequena corrente de NKA podem ser suficientes para oscilagdes no potencial de
membrana e no [Ca?'] citoplasmatico. MP: membrana plasmatica, RE: reticulo endoplasmatico. Fonte: Adaptado
de (IDEVALL-HAGREN; TENGHOLM, 2020).

1.3.1 Canais de potassio

O papel dos canais de K™-ATP no controle da secregdo de insulina pela glicose é bem
conhecido. O fechamento desses canais estimula a secrecao de insulina, mesmo na presenga de
uma concentracdo nao estimulatoria de glicose (RUTTER et al., 2017). No entanto, existe um
segundo mecanismo pelo qual a glicose induz a liberagdo de insulina, na qual, requer um
aumento do [Ca*"] citoplasmatico e envolve uma amplificacio por glicose da eficacia do Ca**
citoplasmatico na translocagdo de granulos de insulina e/ou exocitose (GILON et al., 2014).
Mesmo que os canais de K'-ATP sejam centrais para o acoplamento do metabolismo da glicose
a atividade elétrica nas células B, eles ndo sdo indispensédveis para a geracdo de oscilagdes de
[Ca?"] citoplasmético (IDEVALL-HAGREN; TENGHOLM, 2020). Entretanto, o fechamento
destes canais, na presenga de glicose, leva a despolarizacao rapida da membrana plasmatica nas
células B pancredticas. Assim, a corrente externa resultante de K restabelece o potencial de
membrana, repolarizando a célula através da abertura dos canais Kv2.1., que controlam a
duracdo da despolarizagdo e a secre¢do de insulina (RORSMAN; ASHCROFT, 2018). Os
canais Kv2.1 sdo bloqueados pelo bloqueador de canal de K™ de amplo espectro (TEA).

J4 os canais de potassio de baixa condutincia sdo modulados pelo aumento de Ca** livre
no citosol da célula (K*- Ca®"). Embora ndo sejam canais controlados por tenso, os canais K-
Ca?" estdo intimamente ligados a atividade elétrica das células B e contribuem para a regulagio
da duragdo dos potenciais de agdo induzidos pela glicose e repolarizagdo celular (RORSMAN;

ASHCROFT, 2018).

1.3.2 Canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (L-VDCC)

O aumento abrupto da concentragdo de Ca** citosdlico € crucial para desencadear a
primeira e segunda fases de liberagdo de insulina. Esse processo ¢ quase inteiramente devido

ao influxo de Ca*" extracelular e o envolvimento dos estoques intracelulares de Ca®’, que
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contribuem para a cinética pulsatil de secrecdo de insulina estimulada por glicose (GSIS)
(GILON et al., 2014).

Varios tipos de VDCC sdo expressos nas células § pancreaticas, incluindo os canais do
tipo T, L, P/ Q e R. Os canais do tipo L (L-VDCC) predominam em células B de roedores e
humanos, mas os outros tipos podem contribuir durante diferentes fases do processo de secre¢ao
de insulina (RORSMAN; ASHCROFT, 2018). Os canais de Ca*>" dependentes de voltagem do
tipo L (L-VDCC) sdo os principais condutores para a entrada extracelular de Ca**. Sua abertura
desempenha um papel critico na elevagao do potencial de a¢do das células, ¢ o bloqueio leva a
inibicao do disparo do potencial de agao e da secre¢ao de insulina (RORSMAN; ASHCROFT,
2018). Além disso, os L-VDCC podem ser regulados por fosforilagdo proteica, podendo ser
ativados por proteinas cinases A (PKA) ou por proteinas cinases C (PKC) (RORSMAN;
ASHCROFT, 2018).

1.3.3 Complexo SNARE

O aumento abrupto e constante da concentracao de glicose no sangue, in vitro ou in vivo,
resulta na liberacdo bifasica de insulina. A primeira fase, induzida por calcio, ¢ atribuida a
exocitose rapida e proeminente de um pequeno pool de granulos de insulina prontamente
liberaveis; e a segunda fase ¢ de liberacdo mais lenta e sustentada, que requer recrutamento ¢
mobilizacdo de granulos de reserva para reabastecer o pool liberavel perto dos locais
exocitoticos (HENQUIN et al., 2015; PEDERSEN; TAGLIAVINI; HENQUIN, 2019). Essa
exocitose regulada compreende um processo complexo com varios estdgios, no qual ¢
alcangado quando as vesiculas secretorias de insulina s3o sinalizadas a se fundirem a membrana
plasmatica em virtude de um aumento de calcio citosélico (DOLENSEK; SKELIN; RUPNIK,
2011). Esse evento ¢ mediado especialmente por um conjunto de proteinas da membrana,
conhecido como SNARESs, que atuam direcionando o transporte de granulos de insulina das
reservas biossintéticas do citosol as regides exocitoticas da célula f. Além disso, as vesiculas
contendo granulos de insulina sdo acopladas e ativadas (dependentes de ATP), dessa forma se

fundem com a membrana plasmatica e liberam os granulos (EASOM, 2000).
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O componente central do aparato de fusdao das vesiculas consiste no receptor de proteina
de ligacdo (SNARE) sensivel a fusdo a N-etilmaleimida (NSF) soluvel em membrana
plasmatica (LITTLETON et al., 2001). NSF hidrolisa o ATP (NSF ATPase) e desmonta os
complexos SNARE ap6s o acoplamento e a fusdo de vesiculas secretoras na membrana
plasmatica (LITTLETON et al., 2001; ROBINSON; MARTIN, 1998). Nesse contexto, o papel
critico do célcio citosdlico na secrecao de insulina foi relatado, facilitando o complexo SNARE
nas etapas de maturacdo das vesiculas secretdrias, que antecedem a fusdo com a membrana
plasmatica (VOETS, 2000) e aprimorando a mobiliza¢ao dos granulos de insulina oriundos dos

reservatorios intracelulares (DOLENgEK; SKELIN; RUPNIK, 2011).

FIGURA 3 — Representagdo esquematica do processo exocitotico.
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Os principais componentes moleculares da maquinaria exocitdtica sdo mostrados em cada estagio da cascata
exocitotica. 1) Translocag@o de vesiculas contendo insulina para a membrana plasmatica. 2) Docking e priming
envolve a formag@o do complexo trans-SNARE junto com co-fatores como munc13, munc18 e sinaptotagmina. 3)
A fusdo das vesiculas ocorre de maneira dependente de influxo de calcio, permitindo a liberag@o de insulina. 4) A
reciclagem das vesiculas pode ocorrer no momento que antecede a exocitose, onde a dinamina e outras proteinas
endocitoticas candnicas fecham o poro de fusdo para recapturar a vesicula da membrana plasmatica. Isso pode
ocorrer sem a liberagdo total da carga insulinica para modular a quantidade de carga liberada em cada evento
exocitotico.

Fonte: Adaptado de (TREXLER; TARASKA, 2017).

1.3.4 Receptores de rianodina (RYR), receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e bomba
SERCA

Os receptores de rianodina (RyRs) sdo canais de liberacdo de calcio intracelular
necessarios para a funcdo de muitos Orgdos, incluindo coracdo e musculo esquelético,
transmissdo sinaptica no cérebro, funcdo das células beta pancredticas e tonus vascular. Os
RyRs medeiam a liberagio rapida de Ca*>* do reticulo endoplasmatico / sarcoplasmatico (RE /

RS) para estimular as func¢des celulares por meio de processos dependentes de Ca>* (ZALK et
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al., 2015). O estresse (sobrecarga hiperadrenérgica e / ou oxidativa) ou mutagdes genéticas
podem comprometer o correto funcionamento destes canais e promover sinais defeituosos que
culminam em quadros patoldgicos como a diabetes melito. De fato, os RyRs tém papel crucial
no balango de Ca?" intracelular que reflete na regulagio da secre¢io de insulina e homeostasia
da glicose (SANTULLI et al., 2015).

Outra importante proteina que regula os estoques de calcio intracelulares nos reticulos
¢ o receptor de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R). O inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) ¢ um mensageiro
secundario produzido em resposta a estimulos extracelulares (incluindo horménios, fatores de
crescimento, neurotransmissores) que induz a liberacdo de Ca’*" do RE para o citosol
(MIKOSHIBA, 2015). A atividade do IP3R ¢ regulada por fosforilagdo (via proteina cinase
dependente de Ca?" / calmodulina II e proteina cinase dependente de cGMP), sugerindo que
IP3R faz uma conexdo entre a sinalizacdo de Ca®* e fosforilacdo.

O reticulo sarcoplasmatico (RS) ¢ uma rede intracelular membranosa encontrada nas
células musculares. Embora seja andlogo ao reticulo endoplasmatico (RE), pode armazenar
quantidades milimolares de calcio. Na fase inicial da contragdo muscular ha liberacdo de calcio
através dos receptores de rianodina (RyR) para o citosol e o RS facilita o relaxamento muscular
pela recaptacio ativa de célcio pelo reticulo sarcoendoplasmatico Ca*-ATPase (SERCA). A
bomba SERCA ¢ uma proteina transmembranar localizada no RE e RS, responsavel pela
entrada, saida e armazenamento do Ca** intracelular. Este balango acontece de maneira que dois
ions Ca’?' sdo transportados para cada molécula de ATP hidrolisada (PERIASAMY;
KALYANASUNDARAM, 2007). Ademais, a bomba SERCA tem importante papel na
homeostasia da glicose, uma vez que € responsavel por manter altas concentragdes de calcio no
reticulo. De fato, o estresse de reticulo estd associado a diminui¢do da expressdo da bomba
SERCA e consequentemente a secre¢do de insulina prejudicada (GUSTAVO VAZQUEZ-
JIMENEZ et al., 2016).

1.3.5 PKC-a

Proteina de 76,8 kD, pertencente a familia de enzimas serinas / treoninas cinases

envolvida em uma ampla gama de funcdes celulares IGUMENOVA, 2015; SINGH et al.,
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2017). As PKCs sao classificadas de acordo com sua estrutura de dominio regulatério N-
terminal e regulagdo de cofator. Para tanto, estdo divididas em trés subfamilias: PKCs
convencionais ou classicas (cPKCs) que compreendem as isoformas a, BI, BII e y; Novas PKCs
(nPKCs) compreendem as isoformas 0, 0, €, n e PKCs atipicos (aPKCs), compreendem as
1soformas {, A / 1 (TURBAN; HAJDUCH, 2011).

A familia das PKCs convencionais compreende um dominio C1 (C1A e C1B) com dois
dedos de zinco ricos em cisteina, que funcionam como sitio de ligacdo para o diacilglicerol
(DAG) e o forbol 12-miristato 13- acetato (PMA) e um dominio C2 que funciona como moédulos
de ligagdo 4 membrana dependentes de Ca**. O dominio regulatorio consiste em um dominio
Cl e um dominio C2, que conferem sensibilidade aos segundos mensageiros DAG e Ca**,

respectivamente, levando a ativagdo da cinase (SINGH et al., 2017).

FIGURA 4 - Representagao esquematica da proteina PKC-a.

Loop de
Lo d8 Sitio de ativagao
Reg\’:‘a 6P :gz:\gf: T497 T638 S657
Pseudo-substrato 30® | @ @ @
| ca cB C2 \ C3 T o [ ]
=l T -
V2 V3 \'A)
\ ] ) L ] )
Dominio regulatorio Dominio catalitico

Composigdo da proteina PKC-a com quatro dominios conservados e cinco dominios variaveis. Os dominios
conservados sdo: C1 (amarelo) responsavel pela ligagdo de DAG, C2 (vermelho) dominio de coordenagdo de Ca**
A PKC-o compreende dominios cataliticos conservados C3 (verde) e C4 (roxo) reconhecidos como sitios de
ligagdo ao ATP e ao substrato, respectivamente, ¢ ao pseudo-substrato (azul) que mantém o PKC-o em uma
conformacgdo inativa. V3 atua como uma regido de dobradica que conecta o dominio regulatorio ao dominio
catalitico e hidrolisa proteoliticamente durante a apoptose por caspases.

Fonte: Adaptado de (SINGH et al., 2017).

A ativacdo da PKC-a ¢ mediada por uma série de eventos de fosforilagdo fortemente
acoplados, recrutamento de cofator e ligagdo com proteinas de ancoragem. A PKC-a ¢

primeiramente fosforilada no residuo de treonina-497. A fosforilagdo neste sitio de ativagdo

638 657

desencadeia autofosforilagdao adicional em Thr®® e Ser®’ no sitio hidroféobico C-terminal. A

7 na alca de ativacdo ¢ necessaria para a ativagdo completa da PKC-a. E

fosforilagao em Thr
importante destacar que na auséncia de fosforilagdo neste local, PKC-a ¢ incapaz de

desencadear sinalizagdo intracelular IGUMENOVA, 2015).
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ApOs a ativagdo por varios estimulos, a PKC se transloca do citosol para a membrana
plasmatica e outras organelas celulares, onde sofre uma mudanca conformacional, expele o
dominio do pseudo-substrato autoinibitdrio e ativa a fosforilagdo de seus substratos. Este evento
possibilita que a PKC-a interaja com multiplas proteinas situadas nos compartimentos celulares
e resulta em respostas biologicas variadas. Desta maneira, a PKC-a tem papel importante em
varias fung¢des celulares como apoptose, tumorigenicidade, adesdo, diferenciagdo, proliferacao
e migragdo celular (LIEN et al., 2021). Além disso, a PKC-a estd implicada na regulacao de
canais idnicos, como os canais de calcio dependentes de voltagem, que desempenham papel
crucial para a secre¢do de insulina (TREXLER; TARASKA, 2017). A PKC pode ainda
contribuir para a secre¢do de insulina fosforilando proteinas que compde a maquinaria do
complexo SNARE (SNYDER; KELLY; WOODBURY, 2006), ou at¢é mesmo aumentando a
ancoragem das vesiculas de insulina através da modificacdo de proteinas envolvidas neste
processo, com o objetivo de aumentar o tamanho do volume de vesiculas exocitéticas (GILLIS;
MOSSNER; NEHER, 1996).

A PKC-a também tem sido relacionada a algumas doencas metabdlicas, incluindo a
diabetes. De fato, ela possui um papel importante no controle fisiopatoloégico da doenca, além

de inibir a progressao de aterosclerose associada a hiperglicemia cronica (LIEN et al., 2021).

FIGURA 5 — Sinaliza¢ao da PKC-a.
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A PKC-a esta localizada no citoplasma na forma latente devido a presenca de um segmento de pseudo-substrato
autoinibitdrio na regido N-terminal, que ocupa o sitio ativo dentro do dominio catalitico tornando-o incapaz de se
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ligar e fosforilar o substrato. Apos a ativagdo de um receptor especifico dentro da célula, a fosfolipase C (PLC)
cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em DAG e o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), um mobilizador de Ca**
do reticulo endoplasmético. O Ca*" se liga a0 dominio C2 da PKC-o e aumenta sua afinidade pela membrana
plasmatica. No entanto, uma vez que a PKC-a ¢ recrutada para a membrana, ela se difunde dentro do plano da
bicamada lipidica e medeia a interagdo do dominio C1A secundario com DAG que serve como uma ancora para
recrutar a PKC-a para a membrana plasmatica com alta afinidade, onde se liga com fosfatidilserina, encontrada
exclusivamente na superficie citoplasmatica. Assim, a ligacdo do cofator permite que PKC-a se ligue 8 membrana
plasmatica e introduza uma mudanga conformacional que facilita a separacdo de um dominio de substrato
autoinibitorio do local de ligagdo do substrato, levando a ativagdo da PKC-a.

Fonte: Adaptado de IGUMENOVA, 2015).

1.3.6 PKA

PKA (proteina cinase dependente de cAMP) ¢ uma enzima em forma de tetrimero que
consiste em duas subunidades regulatorias e duas subunidades cataliticas. Em mamiferos,
existem quatro tipos de subunidades regulatorias, denominadas de Rla, RIB, RIla e RIIB. De
acordo com as diferentes subunidades regulatorias, a PKA pode ser classificada em PKA tipo I
(RIo2C2, RIB2C2) e PKA tipo II (RIIa2C2, RIIB2C2) (JOHNSON et al., 2001).

Além de regular varios processos bioldgicos sob estimulos extracelulares, o mensageiro
secundario intracelular cAMP (monofosfato de adenosina ciclico) ¢ o elemento responsavel
pela ativagao da PKA. A ligagdo de cAMP a duas subunidades regulatorias da PKA (ainda
inativa), resulta na liberagao e ativagao das subunidades cataliticas, seguido de fosforilacao em
residuos de serina e treonina de proteinas substrato. A PKA também difere quanto a localizagao.
PKA tipo I sdo geralmente citoplasmaticas, enquanto PKA tipo II sdo especificamente
ancoradas em estruturas subcelulares e compartimentos. As proteinas PKA ancoradas (AKAPs)
podem se ligar a proteinas ou organelas do citoesqueleto e a subunidades regulatérias da PKA,
desempenhando assim um papel importante na distribui¢do nas células (JOHNSON et al.,
2001).

A fosforilagdo dos canais de calcio do tipo L (L-VDCC) por PKA ¢ bem caracterizado
(FU et al., 2014). Além disso, a via de sinalizacdo da PKA esta envolvida na modulagdo da
corrente de célcio do tipo L induzida pela 1,25-Ds3, caracterizando o efeito rapido ndo genémico
deste hormdnio (DELGADO et al., 2017a) e contribuindo para a exocitose de granulos de
insulina. Além de facilitar o influxo de Ca®" nas células B pancreaticas, a PKA também
desempenha papel importante no estimulo da mobilizacdo e recrutamento de vesiculas de

insulina em direcdo 2 membrana plasmatica (MENDES et al., 2018).
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1.3.7 ERp57 / PDIA3 / 1,25-D3-MARRS

A proteina associada & membrana mais bem descrita que se liga a 1,25-D3 ¢ a enzima
PDIA3 (proteina dissulfeto isomerase membro da familia A3). Esta proteina ¢ expressa na
superficie celular e também € conhecida como ERp57 (receptor de reticulo endoplasmatico 57),
1,25-D3-MARRS (resposta rapida associada a membrana ao esteroide) ou mVDR (VDR de
membrana) (NORMAN, 2012; YANG et al., 2017). Este receptor esté localizado nas caveolaes
da membrana plasmatica, associado a caveolina 1 (CAV1) e € responsavel por mediar as agdes
ndo gendmicas rapidas da 1,25-D3 (ZMIJEWSKI; CARLBERG, 2020).

A proteina de 58 kDa (UniprotKB; P11598; PDIA3 RAT) ¢ caracterizada por
apresentar multiplos dominios com atividade tiorredoxina, responsaveis por mediar processos
de oxirredu¢do. Sua atividade ¢ classicamente conhecida no reticulo endoplasmatico,
principalmente por atuar como chaperona e contribuir para o correto dobramento e controle de
qualidade de proteinas recém-sintetizadas. Entretanto, a ERp57 estd presente em muitos outros
compartimentos subcelulares (citosol, mitocondria, nicleo), o que torna seu papel em processos
bioldgicos muito mais abrangente (TURANO et al., 2011). Além disso, este receptor contribui
para os sistemas de transdu¢ao de sinais intracelulares oriundos da superficie celular (CHEN et
al., 2013). Na membrana plasmdtica a ERp57 atua mediando cascatas de sinalizagdo
dependentes de 1,25-D3, incluindo a ativacdo de PLAA (proteina ativadora de fosfolipase A2),
PLA2 (fosfolipase A2), PLC (fosfolipase C) e abertura de canais de célcio. Isso resulta no
rapido acumulo de mensageiros secundarios, incluindo DAG (diacilglicerol), IP3 (inositol
trifosfato), cAMP e Ca*?, seguido por ativagdo de PKC ou CAMK2G (proteina cinase I gama
dependente de calcio / calmodulina) e a alteragdo de varios alvos a jusante, incluindo vias da

MAPK (ZMIJEWSKI; CARLBERG, 2020)
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FIGURA 6 — Diagrama esquematico da proteina ERp57 (epitélio intestinal de pinto).
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Fonte: Adaptado de (NEMERE et al., 2004).

1.4 VITAMINA D3

A vitamina D3 compreende um grupo de moléculas lipossoliiveis denominado
secoesterdide (NORMAN, 2008). Pode ser obtida de forma exdgena (10 a 20%), proveniente
da dieta, como peixes de aguas profundas (salmao e atum), leite e cogumelos; ou endoégena (80
a 90%) a partir da pele, devido a exposicao da luz solar (principalmente radiagdo ultravioleta B
—UVB, 290 — 315 nm) tendo como precursor o 7-desidrocolesterol, um metabdlito do colesterol
presente na epiderme (BOUILLON et al., 1995). A sintese cutanea de vitamina D3 ocorre
através de um processo nao enzimatico, na qual, a absor¢ao dos raios UVB resulta na conversao
do 7-desidrocolesterol para pré-colecalciferol (pré-vitamina Ds). Pré-colecalciferol ¢é
inerentemente instavel e sob a influéncia da temperatura corporal, ¢ imediatamente convertido
em colecalciferol (vitamina D3), para posteriormente ser absorvido pela corrente sanguinea
(NAIR; MASEEH, 2012) (Figura 7).

A vitamina D3 s6 possui atividade biologica mediante um processo de hidroxilacao que
ocorre em duas etapas (BOUILLON et al., 1995). Primeiramente ela ¢ metabolizada no figado,
pela acdo de enzimas do citocromo P450, como CYP2R1 e CYP27A1 (25-hidroxilases), onde
entdo ¢ convertida em 25 (OH) D3 (25-D3), a principal forma circulante. O segundo passo da
hidroxilagdo ocorre nos rins e requer a enzima do citocromo P450, CYP27B1 (la, 25-
hidroxilase), para formar o principal metabolito ativo, 1,25 (OH)2 D3 (1,25-D3) ou calcitriol, e

o metabolito menos ativo 24R, 25(OH)2 D3. Os metabdlitos di-hidroxilados 24R, 25(OH)2 D3 e
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1,25(OH)2 D3 sdo transportados sistemicamente para os orgdos-alvo distais (NORMAN et al.,
1993) (Figura 7). Esta segunda etapa da reacdo de hidroxilagdo ¢ estimulada principalmente
pelo hormdnio da paratiredide (PTH) e inibida pelo fator de crescimento de calcio, fosfato e
fibroblasto-23 (FGF-23) (HENRY, 2011). Uma queda nas concentragdes de calcio sérico
resulta em estimulo e aumento na secre¢ao de PTH e mobiliza mais calcio proveniente do tecido
6sseo. O PTH, por sua vez aumenta, a sintese de 1,25-D3 nos rins, que por retorno negativo,
estimula a mobilizagdo de calcio do osso e do intestino e regula a sintese de PTH (EL-FAKHRI
et al., 2014).

A vitamina D3 ¢ um hormonio regulador de célcio / fosforo, envolvido na homeostase
destes ions e indispensavel para uma adequada mineralizacdo esquelética e atividade
neuromuscular (WANG; DELUCA, 2011). Este hormdnio pluripotente possui uma estrutura
conformacional flexivel e dindmica, que confere a capacidade de gerar respostas fisioldgicas
em varios tecidos alvos, por meio da ativagdo de mecanismos de acdo genOmicos € nao
gendmicos (BOUILLON et al., 1995; HAUSSLER et al., 2011). A gera¢do de respostas
biologicas apropriadas ocorre mediante ligagdo da 1,25-D3 ao receptor nuclear (VDR)nuc,
receptor de membrana plasmatica (VDR)mem, ou ambos, expressos amplamente em pelo
menos 40 tecidos (NORMAN, 2012). Um componente crucial para o mecanismo de acao da
vitamina D3 € a liga¢do a proteina ligadora de vitamina D3 (DBP) no plasma, que transporta a

vitamina D3 e os metabolitos para os 6rgaos-alvo (BISHOP et al., 1994).
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FIGURA 7 — Vias de ativagao e inativacao da vitamina Ds.
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A vitamina D3, absorvida pela dieta ou sintetizada pela pele através da exposigao aos raios UVB, € armazenada no
figado e no tecido adiposo. A primeira reagdo para a ativagdo ocorre principalmente no figado, através da
hidroxila¢ao no carbono C-25 da cadeia lateral, mediado pelas enzimas CYP2R1 e CYP27A1. Agora denominada
25-hidroxivitamina D (25 (OH) Ds), ¢ transportada do figado para os rins, ligada a proteina plasmatica de ligagdo
a vitamina D (DBP, também conhecida como proteina Gc¢). A segunda reagdo da ativacdo ocorre principalmente
no tubulo proximal através da agdo da 25(OH) Ds-lo-hidroxilase, CYP27B1, para produzir o hormdnio
secoesterdide ativo, a 1,25 dihidroxivitamina D (1,25-D3). O horménio ativo é transportado para varios tecidos
alvos da vitamina Dj (entre eles os rins, intestino e ossos) onde se liga ao receptor nuclear de vitamina D (VDR).
O VDR ligado a DBP heterodimeriza com o receptor X retindide (RXR) e modula a expressdo de 200 a 800 genes,
incluindo a regulag@o positiva da 24-hidroxilase, CYP24A1, que degrada 1,25-Ds;. A 24-hidroxilase ¢ a la-
hidroxilase sdo reciprocamente expressas para regular as concentragdes de 1,25-Ds. A expressdo da atividade da
24-hidroxilase produz 24,25(0OH),Dj3 a partir da 25(OH) D3, que esta implicitamente envolvida na cicatrizagdo de
fraturas dsseas, mas o0 CYP24A1 inativa predominantemente a 1,25-D3 por uma série de rea¢des sequenciais de
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hidroxilagao e oxidacao para produzir acido calcitrdico, que € excretado pela bile, ou 1,25 (OH) 2D;-26,23-lactona,
que ¢ um antagonista fraco do VDR. Fonte: Adaptado de (FELDMAN; PIKE; ADAMS, 2018).

Cabe ressaltar que a estrutura molecular da 1,25-D3 ¢ altamente flexivel. Assim, as
conformagdes da 1,25-D3 (6-s-cis e 6-s-trans) resultam de uma rota¢do de 360 graus em torno
da ligacdo 5,6 carbono-carbono a uma taxa de milhdes de vezes por segundo (HAUSSLER et
al., 2011). Esta mudanga conformacional possibilita que a molécula interaja com uma ampla

diversidade de proteinas.

FIGURA 8 — Estruturas quimicas 2D dos ligantes VDX ¢ LUM.
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1.5 ASSOCIACAO ENTRE VITAMINA D3 E DM2

A deficiéncia de vitamina D3 esta associada a diversas condigdes de saude, dentre elas,
doenga cardiovascular (DCV) (RAI; AGRAWAL, 2017), obesidade (HUSSAIN GILANI et al.,
2019), sindrome metabodlica (Kim et al., 2018), cancer (Mondul et al., 2017), doenca renal
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cronica (DRC) (FERNANDEZ-JUAREZ et al., 2013), diabetes (XUAN; ZHAO; LIU, 2013),
entre outras.

Estudos sugerem uma possivel relacdo entre concentragdes inferiores de vitamina D3 e
altera¢des na homeostase glicémica. Além disso, a relagdo entre concentragdes insuficientes de
vitamina D3 e estados pré-diabéticos ou diabetes € investigada, segundo a literatura. Em estudos
com animais e humanos foi relatado que a deficiéncia de vitamina D3 pode estar relacionada a
sintese e secre¢do de insulina prejudicadas (BORISSOVA et al., 2003; BOUCHER et al., 1995).
Em roedores, foi demonstrado que a vitamina D3 estd positivamente correlacionada com a
sensibilidade a insulina, e este efeito ¢ mediado tanto pelo mecanismo direto, através da
disponibilidade de receptores de vitamina D3 (VDR) em vérios tecidos, quanto indiretamente,
através de alteragdes nas concentragdes de calcio (CHOW et al., 2013). Um estudo conduzido
em adultos saudaveis mostrou que a suplementacdo didria com vitamina D3 aumentou
significativamente as concentragdes s€ricas de 25-D3 e 1,25-D3 e reduziu as concentragdes de
glicose de jejum, bem como a resisténcia a insulina, em populacdo japonesa (SUN et al., 2016).
Esses efeitos foram independentes de fatores como atividade fisica ou acumulo de gordura
visceral. Além disso, as concentragdes séricas de PTH reduziram significativamente no grupo
suplementado com a vitamina D3. Semelhante a este efeito, estudos prévios reportaram que a
suplementa¢do com vitamina D3 aumentou significativamente a sensibilidade periférica a
insulina e a funcao das células § pancreaticas (LEMIEUX et al., 2019), bem como melhorou o
controle glicémico e outros parametros metabolicos (UPRETI et al., 2018) de pacientes com
alto risco ou diagnosticados recentemente com DM?2, sugerindo que a mesma pode retardar a
deterioragdo metabolica nessa populagao (LEMIEUX et al., 2019). Corroborando com estes
relatos, foi sugerido que concentragdes séricas insuficientes de vitamina D3 devem contribuir
para o aumento da incidéncia de pré-diabetes ou DM2 na populagdo chinesa (GAO et al., 2018).
A vista disso, a suplementa¢io com vitamina D3 pode atingir concentragdes suficientes e
caracterizar uma promissora terapia adjuvante para pacientes com DM?2 e com hipovitaminose
Ds coexistente (UPRETI et al., 2018). Além disso, a 1,25-D3 ativa a biossintese de novo de
insulina em ilhotas pancreaticas (de ratos deficientes em vitamina D3), mediante um intenso
estimulo de glicose. Este processo poderia contribuir para o aumento na taxa de conversao de
pro-insulina em insulina, que por sua vez, pode estar relacionado a um efeito direto ou indireto
dependente de calcio (BOURLON; BILLAUDEL; FAURE-DUSSERT, 1999).

Existem varios mecanismos bioldgicos sugeridos pelo qual a vitamina D3 pode contribuir

para o controle glicémico. Essa evidéncia inclui a presenca de receptores VDR ¢ a expressao
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de enzimas 1a-hidroxilase nas células B pancreaticas, juntamente com a existéncia de elementos
de resposta a vitamina D3 localizados na regido promotora do gene da insulina humana
(BLAND et al., 2004; MAESTRO et al., 2003). A vitamina D3 também pode contribuir
indiretamente para a homeostase glicémica através de estimulo na secrecdo de insulina, através
da regulacao do fluxo de célcio, combinado a regulagdo da sintese da calbindina, uma proteina
ligadora de calcio dependente de vitamina D3, presente nas células B pancreaticas (LEE et al.,
1994). Outro mecanismo possivel que explica o envolvimento da vitamina D3 na glicemia ¢
através do aumento da sensibilidade dos tecidos alvos da insulina, principalmente de pacientes
obesos (CEFALO et al., 2018), bem como, os efeitos benéficos no metabolismo da insulina e
perfil lipidico (DASTORANI et al., 2018). Esta hipdtese pode ser sustentada pela presenca de
receptores VDR em locais alvo da insulina, como musculo esquelético e tecido adiposo,
juntamente com a regulacdo positiva dos receptores de insulina (INS-R) apds o tratamento com
1,25-D3 (MAESTRO et al., 2000).

Os mecanismos envolvidos com a agdo da 1,25-D3 para a homeostase da glicose nas

células P pancreaticas e nos tecidos alvo da insulina estdo ilustrados na figura 9.
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FIGURA 9 — Papel da 1,25-D3 na homeostase glicémica e a fun¢ao nas células p pancreaticas.
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Célula B pancredtica (acima): A fonte de 1,25-D3 pode ser proveniente da circulacdo sanguinea ou das células $3
pancredticas. I. A 1,25-Ds, ligada ao receptor VDR, forma um complexo com o receptor de acido retindico (RXR).
Este complexo (1,25-D3-VDR-RXR) se liga ao elemento de resposta da vitamina D (VDRE) situado na regido
promotora do gene da insulina humana, aumentando assim a regulagio transcricional positiva do gene da insulina
e consequentemente a sintese de insulina. II. A 1,25-D3; melhora a secreg@o de insulina e a tolerancia a glicose
também através da regulacdo indireta do calcio intracelular, aumentando a razdo ATP / ADP, resultando no
fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP (K*-ATP) da membrana plasmatica, aumentando o influxo
de calcio e despolarizagdo da célula, levando a exocitose de granulos de insulina. III. A modulagdo da secregdo e
dos efeitos das citocinas e das vias apoptdticas ocorre através da interagdo do complexo 1,25-D3-VDR-RXR com
VDRE nos genes das citocinas, inativagdo de NF-kB e supressdo do receptor Fas, contribuindo assim para a
sobrevida das células R pancreaticas. IV. A 1,25-D; também regula positivamente a calbindina, uma proteina
citosodlica de ligacdo ao célcio encontrada nas células 3, que atua como um modulador de liberagdo de insulina
estimulada pela despolarizagdo, através da regulagdo do célcio intracelular. A calbindina também pode proteger
contra a morte celular apoptotica, induzida por citocinas, através da capacidade de armazenamento de célcio
intracelular. Tecidos alvo (abaixo): I. A 1,25-D; estimula a expressdo dos receptores de insulina e a transdugdo de
sinalizagdo, resultando na translocagdo do transportador GLUT4 para a membrana e no transporte de glicose nos
tecidos periféricos. I1. Os efeitos da 1,25-D; também podem ser mediados através do importante papel na regulacio
do calcio extracelular, fluxo de calcio e calcio intracelular. Alteragdes no fluxo de célcio podem influenciar a
translocacg@o das vesiculas GLUT4, responsaveis pela captagdo de glicose nos tecidos periféricos alvos da insulina.
II1. A 1,25-D; causa a ativagdo do receptor ativado por proliferador de peroxissomo tipo gama (PPAR-3), um fator
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de transcri¢do implicado na regulacdo do metabolismo dos 4cidos graxos. Fonte: Adaptado de (EL-FAKHRI et
al., 2014).

1.6 VIA DE SINALIZACAO MAPK/ERK 1/2

A via de sinalizacdo da proteina serina-treonina cinase ativada por mitogeno (MAPK) é
um componente-chave de varias vias importantes de sinalizacao intracelular e abrange quatro
vias classicas distintas: as cinase reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2), Jun N-terminal
cinase (JNK1/2/3), p38-MAPK e ERKS. A via das proteinas cinase ativadas por mitégeno
reguladas por sinal extracelular (MAPK/MEK/ERK) ¢ especialmente relacionada a proliferagao
celular, diferenciacao, migragao, senescéncia e apoptose (SUN et al., 2015).

A cascata das MAPKSs possui importante papel nos mecanismos de sinalizagao nuclear, e
sdo ativadas por diversos estimulos, incluindo fatores de crescimento, citocinas e estimulos de
estresse, bem como muitos agonistas de sinalizagdo farmacologica. Sinais extracelulares sao
transduzidos para o nucleo através de uma cascata de sinalizagdo que provoca mudangas nos
padrdes de expressdo génica. Quando MAPK ¢ fosforilada, ¢ direcionada ao ambiente nuclear
e, por sua vez, fosforila fatores de transcri¢ao, designados como efetores a jusante, resultando
na regulacdo de genes especificos (SCHWARTZ et al., 2001). Além da fosforilacdo de fatores
de transcricao especificos, as MAPKs e cinases a jusante provocam altera¢des rapidamente
direcionadas ao ambiente da cromatina de genes especificos, modulando a fosforilagdo e/ou
acetilacdo de proteinas nucleossomicas e da cromatina (THOMSON; MAHADEVAN;
CLAYTON, 1999).

Importantes efeitos da 1,25-Ds estdo associados a via de sinalizagdo das MAPKs, mais
especificamente da MAPK/ERK1/2 em diferentes tecidos. Semelhante a outros fatores de
crescimento, a insulina também estimula a cascata de fosforilagdo das MAPKSs
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Condigdes de hiperglicemia severa estimulam a
fosforilagdo e ativagdo de MAPKSs, o que pode mediar a infiltracdo de macrofagos, inflamacgao
e injuria tecidual. Nesse contexto, a 1,25-D3 confere acdo renoprotetora por regular a enzima
conversora de angiotensina (ECA e ECA2) em células tubulares do epitélio renal em condig¢des
de alta concentragdo de glicose, através da inibicao das vias de sinalizagdo ERK 1/2 ou p38

MAPK. Dessa forma, a inibi¢ao da via de sinalizagdo MAPK/ERK 1/2 pela 1,25-D3 evita danos
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renais criticos induzidos pela hiperglicemia, sugerindo ser um potente alvo terap€utico aos
danos microvasculares causados pela diabetes, como a nefropatia (LIN et al., 2016). O
tratamento com 1,25-D3 sozinha ou associada a fitoterapico, também atenua cardiomiopatia em
ratas diabéticas, bem como, nos neonatos, por inibir as vias Raf-1/MEK/ERK1/2, conferindo
acdo anti-apoptoética, anti-oxidante e anti-inflamatdria, o que contribuiria para evitar danos
cardiacos causados por esta comorbidade (EL-MANSI; AL-KAHTANI, 2019). O &cido
ursolico, um importante triterpeno assim como a 1,25-D3, também atua através da atividade
nuclear e vias das MAPKs, ambas também envolvidas na cascata de fosforilagao da insulina,
promovendo a regulacdo da homeostase glicémica, que envolve secrecdo de e sensibilizagao a
insulina, com também participagdo do célcio no mecanismo de agdo, e a expressao de GLUT4
no musculo esquelético (CASTRO et al., 2015a).

A via MAPK/ERK 1/2 ¢ a principal via de sinalizagcdo relacionada ao estresse e a
inflamac¢ao (KYRIAKIS; AVRUCH, 2012; SEO et al., 2015). Existe ampla evidéncia sugerindo
que as vias das MAPKSs sdo vitais para a sintese e amplificacdo de citocinas pro-inflamatorias
(CARTER; MONICK; HUNNINGHAKE, 1999). Neste contexto, a 1,25-D3 inibe potentemente
a produgdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6) e melhora a toxicidade induzidos por
acidos graxos livres e bactérias gram-negativas, e este evento esta associado a inibi¢do da
atividade das vias MAPK/ERK1/2, p38 e JNK em macréfagos (LI et al., 2018; XU et al., 2016)
e em células da neuroglia (HUANG et al., 2015). Estes dados sugerem que a suplementagao
com vitamina D seja uma alternativa terapéutica a fim de inibir respostas inflamatorias
induzidas por acidos graxos livres ou bactérias gram-negativas, através da inibigao da via de
sinalizacao MAPK/ERK 1/2. Este efeito anti-inflamatorio também ¢ atribuido ao Maxacalcitol
(analogo da 1,25-D3) por diminuir a hiperfosforilagio da MAPK/ERK 1/2, p38 e proteinas tau,
diminuindo assim a neuroinflamacdo e carga B amiloide e melhorando significativamente a
disfungdo cognitiva e o quadro histopatologico de cérebro de ratos com Alzheimer (SAAD EL-
DIN et al., 2020). Além disso, o efeito anti-inflamatorio da 1,25-D3 também ¢ observado no
tecido adiposo, por diminuir a secrecdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias pelos
adipdcitos e a quimiotaxia de monocitos. Esses efeitos sdo mediados pela inibi¢do das vias de
sinalizagdio MAPK/ERK 1/2 e NFkB, onde a 1,25-D3 reduz significativamente o
imunoconteudo da proteina ERK 1/2 fosforilada em adipdécitos (DING; WILDING; BING,
2013), seguido de diminuicao na expressao génica de citocinas associadas a inflamacao (IL-6 e
TNF-a) e aumento da expressdo do receptor VDR no musculo esquelético (CHOI et al., 2013).

O papel do receptor VDR (citoplasmatico ou associado aos caveolaes de membrana) é crucial
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para a atividade da 1,25-D3, e capaz de gerar respostas rdpidas de sinalizacdo ndo gendmica,
envolvendo a ativacdo da via das MAPKs que regulam positivamente genes envolvidos no
controle da progressdo do ciclo celular (BUITRAGO; PARDO; BOLAND, 2013).

Os membros da via MAPK/ERK 1/2 (p42/p44) sao importantes mediadores da transdugao
de sinais derivados externamente da superficie celular para o nticleo e modulam a expressao de
diversos genes que regulam a diferenciacdo e o crescimento celular (SCHAEFFER; WEBER,
1999). Estudo anterior sugere que a ERK 1/2 induzida por estrogeno (E2) estd envolvida na
regulacdo positiva da expressdo do gene VDR em células cancerigenas de coélon ¢ mama
(GILAD et al., 2005). A 1,25-Ds entdo inibe a cascata de sinalizacio MAPK/ERK 1/2 ao
inativar a tirosina cinase da familia Src (envolvida na via que leva a ativacdo da ERK 1/2 pelo
soro), através de um mecanismo potencialmente mediado por VDR. Nesse contexto, a 1,25-D3
aumenta o estado de tirosina fosforilada de Src, além de inibir a atividade cinase e induzir a
associacdo do VDR com Src (ROSSI et al., 2004). Foi descrito que a via de sinalizagdo
MAPK/ERK 1/2 ¢ capaz de mediar os efeitos da 1,25-D3 em osteoblastos (SCHWARTZ et al.,
2001). A 1,25-D3 também confere efeitos antiproliferativos rapidos mediados pelas cascatas
MAPK/ERK 1/2 ¢ JNK em células de osteossarcoma humano, podendo ser potenciais agentes
moleculares alvos no tratamento do cancer 6sseo (WU; ZHANG; ZANELLO, 2007).

Os efeitos descritos da 1,25-Ds através da via de sinalizagio MAPK/ERK 1/2 em
diferentes tecidos, elucidam a importancia do papel desta via no mecanismo de agdo do

hormdnio, dando énfase principalmente na homeostase glicémica.
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2 HIPOTESE

A Vitamina D3 e o metabdlito ativo (1,25-D3) previnem a condi¢do de resisténcia a
insulina induzida em ratos. A 1,25-D3 atua nas células B pancreaticas contribuindo para a
secrecao de insulina através de canais i0nicos e participantes a jusante. Além disso, a 1,25-D3
nas conformagdes 6-s-cis ou 6-s-trans interagem favoravelmente com receptores da membrana
plasmatica podendo ativar vias de sinalizagdo intracelulares que podem contribuir para a

sobrevida das células B pancreaticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o papel da 1,25-D3 na homeostasia glicémica e os mecanismos envolvidos para o
estimulo da secrecdo de insulina, incluindo também a via MAPK/ERK1/2 e comprovar a
interagdo entre a 1,25-D3 e algumas proteinas-alvo (ERp57 e PKC) que contribuem para a

sobrevida das células B pancreaticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o efeito da 1,25-Ds e do colecalciferol na glicemia de ratos normoglicémicos e
resistentes a insulina.

e Avaliar o efeito da 1,25-Ds e do colecalciferol no contetdo de glicogénio hepatico;

e Avaliar o efeito da 1,25-Ds e nas concentracdes de AST, ALT, y-GT, LDH, colesterol
total, triacilglicerol e calcio sérico;

e Estudar o mecanismo pelo qual a 1,25-D3 modula a secre¢@o de insulina pelas células 3
pancreaticas.

e Estudar o efeito da 1,25-D3 no influxo de célcio nas células B pancreaticas e caracterizar
o envolvimento deste ion na translocacao de vesiculas secretorias contendo os granulos
de insulina;

e Destacar os possiveis mecanismos envolvidos na a¢do da 1,25-D3 para a secrecdo de
insulina, através de ativadores / inibidores de canais idnicos e proteinas intracelulares;

e Verificar a presencga (co-localizacdo) das proteinas MAPK/ERK 1/2 nas células 3
pancredticas, em ilhotas pancredticas tratadas ou ndo (controle) com 1,25-D3 na
presenca ou auséncia do inibidor PD 98-059;

e Analisar o perfil ADMET de cada ligante predito nas bases de dados;

e Verificar as interagdes funcionais entre as proteinas-alvo com outras proteinas parceiras
fisiologicas listadas nas bases de dados.

e Avaliar as possiveis interagdes entre os ligantes LUM (6-s-cis), VDX (6-s-trans) e as

proteinas ERp57 e PKC;
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Analisar os tipos e a contribuigdo dos residuos envolvidos nas interagdes citadas acima;
Analisar os tipos de energia preditos em cada interacdo e os valores associados;
Identificar as cavidades preditas em cada interagdo, bem como, a composi¢do de
residuos de aminoacidos;

Analisar as superficies hidrofobicas e os potenciais eletrostaticos preditos nas interagdes

proteinas-ligantes.
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4 ESQUEMA METODOLOGICO DO ESTUDO

Tratamento in vivo

Controle (NaCl 0,9%)

ﬁ Dexametasona (1mg/ Kg)ip.

Ratos Wistar Colecalciferol (2.640 UI) v.o. . TTI
. Glicogénio hepatico
Tratamento por S dias Colecalciferol + Dexametasona 8 P

1,25-D, (20 ng/Kg) i.p. Dosagens: ALT, AST, y-GT,
LDH, colesterol, triacilglicerol,
1,25-D; + Dexametasona cilcio sérico

Tratamento in vitro
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Imunofluorescéncia
Tratamento in vitro Fatias do Incubacéio Ac primario Incubacio Ac secundario
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com 1,25-D, (4 mm .
anti-pERK 1/2 Alexa Fluor 647
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PD 98-059
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4.1 MATERIAIS

4.1.1 Quimicos

la, 25-Di-hidroxivitamina D3 (1,25-D3), nifedipina, 1,2 bis (2 - aminofenoxi) etano N, N,
NO, NO Tetraacético acido tetraquis (éster acetoximetilico) (BAPTA-AM), glibenclamida,
diazoxide, dantrolene, tapsigargina, N-etilmaleimida, colchicina, borato de 2-aminoetoxidifenil
(2-APB), cloridrato de bisindolilmaleimida XI (RO 32-0432), (9S, 10S, 12R) -2,3,9,10,11,12-
hexahidro-10-hidroxi-9-metil-1-0x0-9,12-epoxi- Ester hexilico do acido 1H-diindolo [1,2,3-fg:
3, 2" 1'] pirrolo [3,4-1] [1,6] benzodiazocina-10-carboxilico (KT-5720), apamina, PD 98-
059, albumina sérica bovina (BSA) e colagenase tipo V foram adquiridos da Sigma Aldrich
Chemical Company® (St. Louis, MO, USA). O tetractilamodnio (TEA) foi obtido da Alfa Aesar
(Ward Hill, MA). Insulina humana NOVOLIN® R - Novo Nordisk (Kalundborg, Dinamarca),
fosfato dissddico de dexametasona Decadron® injetdvel — Aché Laboratorios Farmacéuticos
S/A (Sado Paulo, SP, Brasil) e colecalciferol Addera D3® - Cosmed Industria de cosméticos e
medicamentos S/A (Sao Paulo, SP, Brasil) foram adquiridos em farmacia comercial. Todos os
produtos quimicos eram de grau analitico. Os kits para as dosagens analiticas aspartato
aminotransferase ~(AST-PP), alanina aminotransferase (ALT-PP), gamma-glutamil
transpeptidase (y-GT), lactato desidrogenase (LDH UV), colesterol total (TC), triacilglicerol
(TG) e calcio foram adquiridos da Labtest Liquiform (Lagoa Santa, MG, Brasil). O ensaio de
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) para a determinagdo quantitativa da insulina
estatica (numero de catdlogo EZRMI-13K) foi adquirido da Millipore (St. Charles, MO). O
calcio [*Ca] CaCl2 (sp. Act. 321 KBq / mg Ca?") e o liquido de cintilagdo biodegradavel
Optiphase Hisafe III foram adquiridos da Perkin-Elmer Life and Analytical Sciences (Boston,
MA). Os anticorpos anti-insulina (sc-9168), anti-p44/42 MAP kinase (anti-ERK1/2) (sc-
292838), anti-fosfo-p44/42 MAP kinase (anti-p-ERK1/2) (sc-16982), anti-caveolina-1 (7C8)
(sc-53564) anti-B-actina (sc-7210) foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX). O
anticorpo anti-VAMP 1/2/3 (cat.no.104102) foi adquirido da Synaptic System GmbH
(Gottingen, Alemanha). O padrao de proteinas (29 a 205 KDa SDS-6H) foi adquirido da Sigma
Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, USA). O kit de substrato HRP
(Immobilon™Western chemiluminescence) foi adquirido da Millipore (St Charles, MO;
Temecula, CA). Os anticorpos secundarios IgG anti-mouse e anti-rabbit conjugados a

peroxidase foram adquiridos da GE Healthcare (Amersham, Buckinghamshire, UK). Os
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anticorpos secundarios rabbit anti-goat IgG conjugado ao Alexa Fluor 488 e goat anti-rabbit
IgG conjugado ao Alexa Fluor 647 foram adquiridos da Cell Signaling Technology, Inc. (USA).
O reagente FluorSave foi adquirido da Calbiochem Merkmilipore (Darmstadt, Alemanha).
40,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) foi adquirido da Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
(Carlsbad, CA). Sais e solventes foram adquiridos de Merck® AG (Darmstadt, Alemanha).

4.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-200 g). Estes foram criados na instalagdo de
animais e alojados em uma sala com temperatura controlada (21 + 2 ° C) com controle de luz
de 12 h (06:00 h - 18:00 h), ciclo claro/escuro, com acesso a dgua da torneira ad libitum e ragao
padrao para roedores (Nuvilab CR1; Curitiba, Brasil). Todos os animais foram cuidadosamente
monitorados e mantidos de acordo com as recomendacdes éticas do Comité de Etica em Uso

Animal local (Protocolo CEUA / UFSC /2119280317).

4.2 METODOLOGIA IN VIVO

4.2.1 Tratamento com 1,25-Ds e teste de tolerancia a insulina (TTI)

Os ratos em jejum (2 h) foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de 6 animais: I) ratos
que receberam solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (1 mg / Kg); II) ratos que receberam 1,25-
D3 1 nM (20 pg/ Kg); III) ratos que receberam dexametasona (1 mg/ Kg) e IV) ratos que
receberam 1,25-D3 + dexametasona. A dexametasona foi utilizada para criar um modelo de
resisténcia a insulina (RUZZIN; WAGMAN; JENSEN, 2005; SEVERINO et al., 2002). A
dexametasona, assim como o cortisol, ¢ um corticosterdide capaz de interferir no metabolismo
de carboidratos, proteinas e lipidios. Extremamente catabolica, a dexametasona atua na
degradacao do glicogénio (glicogendlise), sendo que a concentragdo e o tempo de tratamento
descritos e utilizados neste estudo sdo capazes de promover uma resisténcia branda a insulina
(DIMITRIADIS et al., 1997). A dose de 1,25-D3 foi escolhida de acordo com estudos anteriores

que demonstraram que 1,25-D3 i.p. teve um efeito positivo na homeostase glicémica e na
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resisténcia a insulina de camundongos (BENETTI et al., 2018; MEERZA; NASEEM;
AHMED, 2012). Todas as solu¢des foram aplicadas por via intraperitoneal (i.p.) durante 5 dias
consecutivos. 1,25-D3 e dexametasona foram dissolvidos em solugdo de cloreto de sodio a 0,9%
(veiculo). Todos os ratos foram pesados durante os 5 dias de tratamento. A glicemia foi medida
antes da administra¢ao da insulina (tempo zero) e os ratos receberam imediatamente insulina
humana (2 UI/ Kg). O teste de tolerancia a insulina foi iniciado logo apds a administracdo da
insulina e a glicemia foi medida nos tempos: 5, 10, 15, 20, 30 e 40 min. Foi utilizada anestesia
local (cloridrato de lidocaina) e o sangue foi coletado da veia caudal para determinacdo da
glicemia pela andlise eletroquimica com tiras reativas sensiveis a glicose Accu-check®
Performa - Roche Pharmaceutical Laboratories (Sdo Paulo, SP, Brasil). Foi realizada uma
regressao linear do declinio da glicemia e sua inclinacdo foi usada para calcular a taxa de

constante de decaimento da glicose (KTTI, % glicose/min).

4.2.2 Analises bioquimicas

Ao final do TTI (40 min) o soro dos ratos submetidos aos tratamentos acima mencionados
foi separado do sangue total coletado. Para analisar a potencial toxicidade promovida pela 1,25-
D3, as atividades de AST, ALT e y-GT foram medidas no soro. A redu¢do da absorbancia a 340
nm, nessa leitura cinética, foi diretamente proporcional a atividade AST e ALT na amostra
(HUANG et al., 2006). A atividade de AST e ALT foi expressa em U/L. Para a medigdo de vy-
GT, foi utilizado teste cinético colorimétrico e em tempo fixo, usando L-y-glutamil-p-
nitroanilina como substrato e glicilglicina como molécula aceitadora, em que a quantidade de
p-nitroanilina formada era diretamente proporcional a atividade de y-GT na amostra
(ORLOWSKI; MEISTER, 1963). A leitura foi realizada a 405 nm e a atividade y-GT foi
expressa em U/L.

A liberacao de LDH no meio extracelular foi usada para analisar o efeito in vivo da 1,25-
D3 na toxidade celular. A liberagdo de LDH foi medida pelo método de oxidacdo de NADH. A
redu¢do da absorbancia a 340 nm, resultante nessa leitura cinética, foi diretamente proporcional
a atividade do LDH na amostra (NEHAR et al., 1997). Os resultados foram expressos em U/L.

Para analisar o efeito in vivo da 1,25-Ds nas concentragdes séricas de TG e CT, os mesmos
foram dosados pelo método de glicerolfosfato oxidase e colesterol oxidase, respectivamente.

Os resultados foram expressos em mg/ dL (DOMINICZAK; CASLAKE, 2011).
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Para analisar o efeito in vivo da 1,25-D3 na concentracao sérica de calcio, o0 mesmo foi
dosado pelo complexo com cresolftaleina complexona. Os resultados foram expressos em mg/
dL (GOMES CASTRO et al., 2014). Para todas as dosagens reportadas acima, foram utilizados

kits comerciais, de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.2.3 Tratamento com colecalciferol (25-D3) e teste de tolerancia a insulina (TTI)

Os ratos em jejum (2 h) foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de 8 animais: I) ratos
que receberam solu¢do de cloreto de sédio 0,9% (1 mg/ Kg); II) ratos que receberam
colecalciferol (2.640 UI; 1.8 mM) por gavagem oral (v.0.); III) ratos que receberam
dexametasona (1 mg/ Kg) por via intraperitoneal (i.p.) e IV) ratos que receberam colecalciferol
+ dexametasona. A dose de colecalciferol foi escolhida de acordo com um estudo anterior
demonstrando que a suplementagdo com vitamina D3, por administragdo oral, teve um efeito
positivo na homeostase glicEmica e na secre¢ao de insulina de ratos (GEORGE et al., 2012).
Todas as solugdes foram aplicadas por 5 dias consecutivos. A dexametasona foi dissolvida em
solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (veiculo). Todos os ratos foram pesados durante os 5 dias
de tratamento. A glicemia foi medida antes da administragdo da insulina (tempo zero) e os ratos
receberam imediatamente insulina humana (2 Ul/ Kg). O TTI foi iniciado logo apos a
administracdo da insulina e a glicemia foi medida nos tempos: 10, 20 e 40 min. Foi utilizada
anestesia local (cloridrato de lidocaina) e o sangue foi coletado da veia caudal para
determinagdo da glicemia pela andlise eletroquimica com tiras reativas sensiveis a glicose
Accu-check® Performa - Roche Pharmaceutical Laboratories (Sao Paulo, SP, Brasil). Foi
realizada uma regressao linear do declinio da glicemia e a inclina¢do foi usada para calcular a

taxa de constante de decaimento da glicose (KTTI, % glicose/min).

4.2.4 Determinacao do conteudo de glicogénio hepatico

Para determinar o conteudo de glicogénio, o figado foi removido dos ratos controle e dos
ratos submetidos aos tratamentos mencionados acima, ao final do TTI. Os tecidos foram
pesados e digeridos com KOH a 33% e fervidos a 100 ° C por 20 min. Foi adicionado etanol a

96% e as amostras foram fervidas, seguidas de banho de gelo para precipitar o glicogénio. As
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amostras foram entdo centrifugadas a 1300 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi solubilizado em 4gua (KAPPEL et al., 2012). O conteudo de glicogénio foi
quantificado com reagente de iodo e, em seguida, foi lido em espectrofotometro a 460 nm
(KRISMAN, 1962). Os resultados foram expressos em mg de glicogénio por grama de tecido
(GOMES CASTRO et al., 2018).

4.3 METODOLOGIA IN VITRO

3.4.1 Isolamento das ilhotas pancreaticas

O ducto biliar foi pingado na extremidade do duodeno e canulado com agulha e seringa.
Foi introduzido tampao Krebs Ringer-bicarbonato (KRb HEPES) (composi¢do em mM: 122
NaCl, 3 KCl, 1,2 MgS04, 1,3 CaCl2, 0,4 KH2PO4 e 25 NaHCOs3 suplementado com 8 mM
HEPES, pH 7,4) no ducto biliar por seringa. O pancreas foi removido para isolamento das
ilhotas (FREDERICO et al., 2013). Aliquotas de ilhotas foram incubadas em meio KRb HEPES
para medir o influxo de célcio ou para a medigdo estatica de insulina (FREDERICO et al.,
2013). A secrecdo de insulina estatica foi dosada por ELISA. Os isolados das ilhotas
pancreaticas foram incubados por 1 min em tampao KRb HEPES contendo glicose 5 mM com
ou sem 1,25-D3 (1 nM). As proteinas totais foram quantificadas pelo método Lowry (LOWRY
et al., 1951) no equipamento Multileitora Infinite M200 TECAN no Laboratorio de Estudos de
Biologia da Universidade Federal de Santa Catarina (LAMEB/CCB-UFSC).

3.4.2 Influxo de *Ca’" em ilhotas pancreaticas isoladas

As ilhotas pancreaticas isoladas foram pré-incubadas em tampao KRb HEPES contendo
glicose 5 mM e 0,1 pCi / mL de “*Ca?" por 60 min (pré-incubagio) em incubadora metabélica
Dubnoffa 37° C, pH 7,4, em atmosfera iimida na presenca de carbogénio (O2: COz2, 95:5, vol /
vol) na auséncia (grupo controle) ou presenca de 1,25-D3 (1 pM, 1 nM e 1 mM). Os ativadores
/ bloqueadores de canais foram adicionados aos 45 min de incubagao, correspondendo a 15 min
antes do tratamento com 1,25-D3, e mantidos durante todo o periodo final de incubagdo
(FREDERICO et al., 2013). Foram utilizados os seguintes compostos: diazoxide 250 uM; RO
32-0432 50 uM; glibenclamida 20 nM (MENDES et al., 2018); nifedipina 1 uM (FREDERICO
et al.,, 2013); BAPTA-AM 50 uM (ALTENHOFEN et al.,, 2017); dantrolene 50 uM
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(ZANATTA et al., 2012); TEA 20 mM; tapsigargina 1 pM (SULIS et al., 2019); N-
etilmaleimida 1 mM; colchicina 1 uM (FREDERICO et al., 2018); 2-APB 100 uM (ZANATTA
etal., 2019); apamina 1 uM (DA LUZ et al., 2016) e KT-5720 1 uM (ZAMONER et al., 2007).
As ilhotas foram tratadas por 1 min com 1,25-D3 e a incubagdo foi interrompida com tampao
de cloreto de lantanio (10 mM) a 2 °C para bloquear o influxo de **Ca*" (KAPPEL et al., 2013).
Aliquotas de cada amostra foram separadas para medi¢do da radioatividade em liquido de
cintilagdo, utilizando um espectrometro de cintilagdo, Tri-Carb 3180® TR/SL spectrometer
(Perkin-Elmer, Whaltam, MA, USA) (KAPPEL et al., 2013) e para dosagem de proteinas pelo
método Lowry (LOWRY et al., 1951). Os resultados foram expressos em % do controle.

3.4.3 Secrec¢io induzida de insulina pelas ilhotas pancreaticas

As ilhotas pancredaticas isoladas foram pré-incubadas em tampao KRb HEPES, contendo
glicose 5 mM, em uma incubadora metabolica do tipo Dubnoff a 37 ° C, pH 7,4 em atmosfera
umida na presenga de carbogénio (O2: COz2, 95: 5, vol / vol). As ilhotas foram incubadas com
1,25-D3 (1 nM) por 10 min. As medi¢des de insulina estatica no meio de incubagao, na presenca
/ auséncia do hormonio, foram detectadas por ELISA para ratos (Millipore), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A insulina estatica reflete o percentual de secrecao de insulina sem a
interferéncia das enzimas que degradam a insulina (IDE), também denominadas insulinases
(HUGILL; SHIMOMURA; COX, 2016). Portanto, em ensaios in vitro, a quantificagdo de
insulina estatica reproduz resultados mais fidedignos. O intervalo de concentra¢des de insulina
detectado por este ensaio foi de 0,63 a 4,3 ng / mL. Os coeficientes de varia¢do intra e inter-
ensaios para insulina foram 3,22 e 6,95, respectivamente, com uma sensibilidade de 0,2 ng /
mL. A insulina foi estimada por medidas colorimétricas a 450 nm, utilizando um leitor de placas
ELISA (OrganonTeknika, Roseland, NJ, USA), por interpolacdo a partir de uma curva padrao.
As amostras foram medidas em duplicata e os resultados foram expressos em ng de insulina por

15 ilhotas por pogo (GOMES CASTRO et al., 2018).
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3.4.4 Analise por Imunofluorescéncia

Os ratos foram divididos em dois grupos (n = 5), anestesiados com isoflurano e
eutanasiados por guilhotina. O pancreas de cada animal foi removido e incubado em tampao
KRb HEPES por 30 min, na presenga ou auséncia de PD 98-059 (50 uM). Apods o tempo de
pré-incubacao, os tecidos foram incubados ou ndo (controle) com 1,25-D3 (1 nM) em tampao
KRb HEPES (O2: CO2 95:5, v/v) por 1 h a 37 °C. Ao final da incubagio, os tecidos foram
inseridos em cassetes identificados e fixados em paraformaldeido a 4% em tampao fosfato, pH
7,3. Os tecidos foram desidratados em gradiente de etanol e entdo incluidos em parafina, para
posteriormente serem fatiados em segdes de 4 mm de espessura (MONTANYA; TELLEZ,
2009) e aderidos em laminas de vidro. As laminas foram entdo desparafinizadas em xilol,
reidratadas em gradiente de etanol e enxaguadas em agua da torneira. Apds esta etapa, os
tecidos foram contornados com caneta hidrofobica Dakopen®™ e os locais de ligacdo
inespecificos foram bloqueados com PBS — BSA a 3% por 60 min a 4 °C. Os tecidos foram
incubados por 12 h com anticorpos policlonais anti-insulina (1: 200) e anti-phosphoERK 1/2
(1: 500) diluidos em PBS —BSA 3% a 4 °C. Apds algumas lavagens, os tecidos foram incubados
com anticorpo secundario IgG anti-rabbit conjugado ao Alexa Fluor 488, 647 diluidos (1: 1000)
em PBS — BSA 3%, por 60 min em temperatura ambiente. Logo apds, foram lavados com PBS
e incubados com DAPI (GOMES CASTRO et al., 2014) por 10 min a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Os tecidos foram aderidos em laminula com auxilio do reagente FluorSave. A
coloracdo de controle foi realizada em laminas seriais onde os anticorpos primarios anti-
insulina e anti-phosphoERK1/2 foram substituidos por PBS — BSA 3%. As imagens foram
capturadas em digitalizador de 1aminas Axio Scan com sistema de captura de imagens Zeiss
Blue (Objetiva Plan-Apochromat 20x/0.8 M27; filtros de excitacdo e emissao vermelho: 653-
668 nm, verde: 493-517 nm, azul: 353-465 nm) no Laboratério de Estudos de Biologia da
Universidade Federal de Santa Catarina (LAMEB/CCB-UFSC). Para cada animal, 10 imagens
em formato TIF das ilhotas pancreaticas (aumento de 40X) foram analisadas com o programa
Image J 1.40 (Waynw Rasband, National Institutes of Health, USA). Para isso, os filtros azul e
vermelho foram retirados das imagens coloridas em RGB (red, green and blue — 615x552
pixels, 32-bits), e as mesmas foram convertidas para escala de cinza (8-bits). Todas as

condi¢des de iluminagdo e aumento foram mantidas constantes.
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3.4.5 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média £ erro padrao da média (E.P.M) ou em % do
controle para trés experimentos independentes. A analise de variancia unidirecional seguida
pelo teste post-hoc de Bonferroni ou teste ¢ de Student ndo pareado foi usada para determinar
se havia diferencas significativas entre os grupos. As diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.

4.4 METODOLOGIA IN SILICO

4.4.1 Perfil ADMET

Para avaliar descritores fisico-quimicos, propriedades farmacocinéticas, toxicidade, bem
como a similaridade a farmaco (druglikeness) dos compostos quimicos VDX (6-s-trans,
PubChem CID: 5280453) e LUM (6-s-cis, ZINC39346450), foram utilizadas ferramentas de
predicoes ADMET (absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade). As
plataformas SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) e ADMETLab
(http://admet.scbdd.com) foram empregadas para calcular os pardmetros descritos acima,
aplicando métodos que incluem modelos de maquinas de vetores de suporte referenciados na
literatura. Na base de dados ADMETLab, os SMILES de cada ligante foram aplicados na
funcdo WebServer (Avaliagdo Sistematica) (DONG et al., 2018).

No SwissADME, o arquivo .sdf de cada ligante foi inserido no campo de analise (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2014, 2017; DAINA; ZOETE, 2016).

4.4.2 Parceiras fisioldgicas das proteinas-alvo
A base de dados STRING (SZKLARCZYK et al., 2011, 2015) foi empregado para prever

possiveis interacdes proteina-proteina diretas (fisicas) e indiretas (funcionais) relacionadas a

sua funcionalidade (PANDEY; ARIFUZZAMAN, 2019).
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As pesquisas por proteinas-chave de Rattus novergicus foram realizadas a partir do link da
pagina da Web UniProtKB (individualmente) ou inseridas manualmente (multiplas proteinas)
e analisadas pelas ferramentas do STRING.

Primeiramente, as proteinas-alvo inseridas manualmente na base de dados foram: ERp57,
PRKCA (PKC), MAPK1 e MAPK3. Para otimizar o nimero de arestas ¢ nos, foi necessario
aplicar os pardmetros de baixa confianca (0,150) e 1* camada e 2* camada (ndo mais que 10
interagdes) considerando todas as fontes de interagdes ativas. Dados adicionais de proteinas
parceiras para cada proteina-alvo foram investigados através do link da STRING disponivel na
pagina da Web UniProtKB. Assim, STRING calculou e gerou novos mapas de interacdes de
proteinas considerando pardmetros padrdo estabelecidos automaticamente (valores de

confianga médios de até 0,400 com no maximo 5 interagdes na 1* camada).

4.4.3 Estrutura dos ligantes

A estrutura molecular 3D do conformer 1,25-D3 (6-s-trans; VDX) foi obtida a partir da
entrada do PDB (PDB ID: 2ZLC) (SHIMIZU et al., 2008). O ligante foi isolado e minimizado
(Dock prep) usando campo de forga Amber ff99bsc0 no software UCSF Chimera, versao 1.14
(construgdo 42094). A estrutura da 1,25-D3 na conformacao 6-s-cis (LUM) foi obtida através
do codigo Zinc12 (ZINC39346450; 3S,9R,10R,13R,14R,17S)-17-[(1S)-5-hidroxi-1,5-dimetil-
hexil]-10,13-dimetil-2,3,4,9,11,12,14,15,16; C27H4402) através de SMILES candnico
(Simplified Molecular Input Line Entry Specification). Em seguida, os SMILES foram
convertidos em um arquivo .mol2 (UCSF Chimera). Entdo, o conformer de menor energia
gerado com o software Marvin Sketch (ChemAxon, versao 20.17.0) foi minimizado usando

campo de forca MMFF94 com o software OpenBabel (versao 3.1.1).

4.4.4 Modelo de homologia e Docking Molecular das proteinas-alvo

As estruturas cristalograficas das proteinas ERp57 e PKC foram geradas por modelos de
homologia a partir da base de dados Swiss Model (disponivel através do servidor web Expasy).
Inicialmente, a sequéncia FASTA da proteina ERp57 (Rattus novergicus) foi obtida na base de
dados UniProt Knowledgebase (UniProtKB; codigo P11598). Entdo, com base nesta sequéncia,
a base de dados Swiss Model gerou um modelo de homologia para a estrutura da proteina com

maior identidade (92,98%) comparativamente aos dados cristalograficos depositados no banco
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de dados PDB (PDB: 3F8U) (DONG et al., 2009). E importante destacar que o receptor 1,25-
D3-MARRS foi identificado no banco de dados de proteinas (PDB) como ERp57. Por este
motivo, esta tltima designagao foi adotada. Enquanto que a estrutura da proteina PKC foi obtida
a partir da sequéncia FASTA de rato disponivel na UniProtKB (c6digo P05696) (GUERRERO-
VALERO et al., 2009). O modelo com 80,6% de similaridade com a estrutura cristalografica
da PKC depositado na PDB (3PFQ; Leonard et al. 2011) foi selecionada para os estudos in
silico. A estrutura da proteina L-VDCC também foi obtida a partir da sequéncia FASTA de rato
utilizando a base de dados mencionada (UniProtKB; codigo P22002) (FINDEISEN et al.,
2017). O modelo com 70% de similaridade com a estrutura cristalografica da L-VDCC
depositada na PDB (5GJW) (WU et al., 2016) foi selecionada para os estudos in silico.

As simulagdes de docking proteina-ligante foram realizadas com a ferramenta AutoDock
Vina / UCSF Chimera (versao 1.14) usando parametros padronizados (TROTT; OLSON,
2009). Em seguida, a posi¢do prevista de cada ligante com o arquivo (.pdbqt) de valor de RMSD
mais baixo e a proteina docada foram mesclados usando PyMOL (Molecular Graphics System
Versdo 2.3.0a0 Open Source) (WL, 2002) a fim de se obter o complexo 3D docado (.pdb) que
foi visualizado com o software LigPlot™ 2.1 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Por fim,
foram submetidos ao programa ACPYPE (SOUSA DA SILVA; VRANKEN, 2012) usando a
ferramenta AmberTools (SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013) para gerar a

topologia usada nas simulagdes de dindmica molecular (DM).

4.4.5 Dinamica Molecular

As interagdes entre proteina e ligante foram previstas e analisadas por meio de
simulagdes de dinamica molecular (DMs). As posigdes iniciais dos ligantes para as DMs foram
obtidas por meio de céalculos de docking molecular, conforme mencionado acima. A teoria
funcional da densidade (DFT) foi utilizada nesta etapa para se obter pardmetros que foram
utilizados para complementar a descri¢do da topologia dos ligantes, como carga parcial,
ligacdes, angulos conformacionais e diédricos dos ligantes. Esses parametros foram obtidos por
meio de calculos de campo autoconsistente (SCF) dentro da DFT usando o pacote do Sistema
de Estrutura Eletronica Molecular e Geral Atomico (GAMESS) (BARCA et al., 2020). Neste
caso, o trés parametros hibridos funcionais de Becke (Lee-Yang-Parr; B3LYP) (CANDIOTTO
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et al., 2020) foram usados para o termo de correlagao de troca em DFT, junto com um conjunto
de base duplo zeta polarizado de valéncia dividida com base em orbitais do tipo Gaussiano (6-
31G (d, p)) (DITCHFIELD; HEHRE; POPLE, 1971). O campo de for¢a (FF) usado na
descri¢ao da proteina e dos ligantes foi AMBER99bsc1 e a topologia para todos os ligantes foi
construida usando ACPYPE (SOUSA DA SILVA; VRANKEN, 2012). Os calculos de
dindmica molecular foram realizados durante 10 ns usando o pacote GROMACS (Groningen
Machine for Chemical Simulations) (ABRAHAM et al., 2015) versdao 2020.3 para Linux Kernel
5.4.0. Os sistemas estudados neste trabalho foram preparados de acordo com o protocolo
estabelecido pelo Dr. Lemkul (LEMKUL, 2019), com algumas modificagdes. Adotou-se frame
step de 2 ps e tempo de integragdo de 1 fs. O modelo de agua TIP3P foi aplicado para descrever
o complexo solvatado nas simulacdes (JORGENSEN et al., 1983). O sistema foi neutralizado
e a energia minimizada com 50.000 passos do algoritmo de descida mais ingreme e
posteriormente equilibrado. O equilibrio foi realizado sob as constantes NVP (numero de
particulas, volume e temperatura) e NPT (numero de particulas, volume e pressdo) e (T =300
K; P =1 bar; 1 ns). As dindmicas foram realizadas no conjunto NPT com pressao de referéncia
(P) e temperatura (T) de 1 bar e 300 K, respectivamente. A temperatura foi mantida por um
algoritmo de redimensionamento de velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007)
com os graus de liberdade da proteina e do solvente separadamente acoplados a banhos de
temperatura, com uma constante de acoplamento de 0,1 ps. O programa Visual Molecular
Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi usado para analisar os
dados de DM, conforme publicado anteriormente (HSIN et al., 2008). Além disso, o script
Python 2 "readHBmap.py" permitiu criar um mapa de existéncia de ligagdes de hidrogénio

(https://github.com/quytruong 1808/vilas/blob/master/vilas/analyzer/readHBmap.py). As

trajetorias foram preditas pelo GROMACS com algoritmo Verlet baseado na busca de vizinhos,
considerando condi¢des periddicas de contorno de até 1,2 nm (12 A) (LEMKUL, 2019). Além
disso, GROMACS calculou as energias eletrostaticas e de van der Waals e a variacao de energia
livre de solvatagdo SASA (AGsolv) para os estados ligados formados pelo complexo proteina-
ligante. Finalmente, o método da area superficial de Poisson-Boltzmann da Mecanica
Molecular (MM-PBSA) permitiu obter informagdes adicionais sobre as energias de solvatacao
polares e ndo polares, bem como as energias eletrostaticas e de van der Waals (FARIAS et al.,
2021). Os célculos MM-PBSA foram realizados usando arquivos de trajetoria e aplicando
modelo de solvente explicito e pardmetros padronizados (KUMARI; KUMAR; LYNN, 2014).

As visualizagdes das ligagdes de hidrogénio e das contribui¢des hidrofobicas do complexo
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proteina-ligante foram feitas com LigPlot" 2.1 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). As
superficies eletrostaticas e hidrofobicas foram visualizadas com o software PyMOL (versao

2.3.0) (WL, 2002).

4.4.6 Analise das cavidades

As cavidades foram estruturalmente analisadas usando o servidor web ProteinsPlus
(FAHRROLFES et al., 2017; SCHONING-STIERAND et al., 2020) e o programa UCSF
Chimera (versao 1.14) (PETTERSEN et al., 2004). As ferramentas computacionais PoseView
e DoGSiteScorer, ambas fornecidas pelo ProteinsPlus, foram empregadas para criar
representacdes de pose 2D e calcular o drug score, bem como para predizer dimensoes,
descritores de grupos funcionais ¢ composi¢do de aminoacidos, respectivamente, a fim de

estimar a drugabilidade do composto.
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5 RESULTADOS

5.1 TRATAMENTO IN VIVO

4.1.2 Efeito da 1,25-D; e do colecalciferol na resisténcia a insulina

No TTI, a dexametasona (1 mg/ Kg) induziu resisténcia a acdo do hormonio insulina,
evidenciada pelo aumento dos valores de glicose no sangue durante todo o periodo de teste
(Fig. 10 A e 10 B). O tratamento com 1,25-D3 (20 png/ Kg, i.p.) foi capaz de reverter esse efeito,
diminuindo os valores da curva glicémica em ratos resistentes a insulina (Fig. 10 A). KTTI
(Fig. 10 C) mostrou um aumento na constante de decaimento da glicemia de animais resistentes
a insulina. No entanto, o tratamento com colecalciferol (2.640 Ul, 1,8 mM, v.0.) ndo foi capaz
de reproduzir efeito semelhante (Fig. 10 B). O colecalciferol ndo promoveu aumento no
decaimento da glicose na glicemia de animais resistentes a insulina (Fig. 10 D). Os pesos
corporais dos ratos tratados com 1,25-Ds, colecalciferol ou dexametasona permaneceram

inalterados durante os 5 dias de tratamento (dados nao mostrados).
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FIGURA 10 — Perfil de agao da 1,25-Ds e colecalciferol no teste de tolerancia a insulina.

Glicemia (mg/dL)

(A)

0 1 1 T T T 1
0 5 10 15 20 30 40
Tempo (min)
[ Controle
©) D 125-D; 1M
E Dexametasona 1.0 mg/ Kg
E== 125-D; +Dexametasona
2.5
~—~
20 — o it
S~
2 154 | — -
8 [t
o 1.0- :
\O .
9-/ 0 5_ *k%
s i
§ 0.0 . oo
-0.5-

-6~ Controle

- 125-D; 1M

—A- Dexametasona 1.0 mg/ Kg
-¥ 125-D; + Dexametasona

(B)
—-o- Controle
-@- Colecalciferol 2.640 UI
- Dexametasona 1.0 mg/ Kg
-¥- Colecalciferol + Dexametasona
200
—_ *kk
150 ** *kk
=} 2
g 100
b3}
2 # 9
o S0
0 1 T T T 1
0 10 20 30 40
Tempo (min)
(D) [ Controle
E= Colecalciferol 2.640 UI
B Dexametasona 1.0 mg/ Kg
2 Colecalciferol + Dexametasona
31
—_
E 24 —
?n) ——
1
h
&\O/ C T 1
—t
=
M *k%k
24

Efeito de A) 1,25-D3 (N = 6) e B) colecalciferol (N = 8) no teste de tolerancia a insulina (TTI). KTTI de C) ratos
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<0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05, comparado com o grupo controle. “p < 0,001, *p < 0,01 e *p < 0,05, comparado
com o grupo dexametasona.

4.1.2 Contetido de glicogénio hepatico

O tratamento com 1,25-D3 ndo provocou alteragdes nas concentracdes hepaticas de

glicogénio nos grupos em estudo (Fig. 11). Por outro lado, o grupo que recebeu apenas
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colecalciferol (2.640 UI, 1.8 mM, v.0.) ou colecalciferol e dexametasona por cinco dias

consecutivos aumentou significativamente o contetido de glicogénio hepatico.

FIGURA 11 — Contetdo de glicogénio hepatico de ratos tratados com 1,25-D3 e colecalciferol.
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Efeito do tratamento com 1,25-D3 (20 pg/Kg, i.p.) e com colecalciferol (2.640 UI, v.0.) no contetudo de glicogénio
hepatico. Os valores sdo expressos em % do controle; N = 6 (1,25-D3); N = 8 (colecalciferol). *p <0,05, comparado
com o grupo controle; ®@p < 0,01, comparado com o grupo colecalciferol; *p < 0,001, comparado com grupo
dexametasona.

4.1.3 Efeito da 1,25-D; nas enzimas séricas, colesterol total, triacilglicerol e calcio

Aos 40 min de teste de tolerancia a insulina, o soro de ratos tratados com 1,25-Ds foi
coletado para quantificacao de AST, ALT, LDH, y-GT, para avaliar toxicidade hepatica e para

quantificagdo de CT, TG e calcio, como descrito na tabela 1.

TABELA 1 — Influéncia da 1,25-D3 nas enzimas séricas, CT, TG e calcio, medidas ao final do
teste de tolerancia a insulina (40 min).

Analises Controle 1,25-D; Dexametasona 1,25-D3 +
bioquimicas Dexametasona
AST (U/L) 58.75+1.571  54.07+5.975 38.27 £5.935 38.47 +1.282"

ALT (U/L) 71.38 £9.089  66.00 + 7.881 31.85+1.470 40.75 + 7.674"
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LDH (U/L) 722.1+ 1183  660.9 +45.26 556.7+102.5  441.7 +26.17%
v-GT (U/L) 13171327 125.0+1.914  1253+0.7862  128.6+ 1.336
CT (mg/dL) 1353 £5.648  163.0+9.562 1129 +£10.67  134.8 +7.738
TG (mg/dL) 1133+4.979 101.7+2.706  192.2+9.384"" 1353 +
5.711##
Calcio  sérico  10.24 + 10.19 + 11.40+ 0.1776™" 11.49 +
(mg/dL) 0.06628 0.06900 0.1708###

Os valores sdo expressos como média = E.P.M.; N = 6. ***p < 0,001, comparado com o grupo controle; #p <
0,001, #p < 0,01 e *p < 0,05, comparado com o grupo 1,25-Ds.

Os efeitos do tratamento com 1,25-D3 em enzimas especificas, CT, TG e calcio sérico sao
mostrados na Tabela 1. Redug¢des significativas foram observadas para as concentracdes séricas
de AST, ALT, LDH e CT no grupo resistente tratado com 1,25-D3 quando comparado com o
grupo normoglicémico tratado com 1,25-D3. As concentragdes séricas de calcio ¢ TG
aumentaram ao final do tratamento com 1,25-D3. Nao foram observadas diferencas
significativas nas concentragdes de y-GT entre os grupos antes e apds o tratamento com 1,25-

D3, o que significa que a 1,25-D3 ndo induz toxicidade hepatica.

5.2 TRATAMENTO IN VITRO

5.2.1 Mecanismo de a¢io da 1,25-D3 associado ao influxo de 3Ca?* em ilhotas pancreaticas

isoladas de ratos

Apos o equilibrio de célcio obtido com 60 min de incubagdo das ilhotas pancreaticas
isoladas com **Ca?*, o influxo de **Ca** foi monitorado nos tempos: 0,5, 1, 5, 10 e 15 min; sem
estimulo (controle) ou na presenca de 1,25-D3 (1 nM). O tratamento com 1,25-D3 aumentou
significativamente o influxo de **Ca®" apds 1 e 5 min de incubagio (Fig. 12 A). O tempo de 1
min foi escolhido para as posteriores incubacdes. Em seguida, as ilhotas foram incubadas ou

ndo, por 1 min, na presenca da 1,25-D3 nas concentragdes de 1 pM, 1 nM e 1 mM (Fig. 12 B).
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FIGURA 12 — Influxo de *Ca?" em ilhotas pancreaticas isoladas na presenca de 1,25-Ds.
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A) Curva concentragdo-resposta da 1,25-Ds no influxo de “*Ca" em ilhotas pancreaticas isoladas. Pré-incubagio:
60 min na presenca de ¥*Ca?" 0,1 uCi/ mL. Incubagdo: 1 min na presenga de 1,25-D; e ¥*Ca?" 0,1 pCi/ mL. B)
Curva-tempo da 1,25-D; (1 nM) no influxo de ¥*Ca?" em ilhotas pancreaticas isoladas. Pré-incubagdo: 60 min na
presenga de ¥*Ca?" 0,1 uCi / mL. Incubagdo: diferentes tempos na presenga de 1,25-D; e ¥*Ca?" 0,1 uCi/ mL. C:
controle para cada tempo. Os valores sdo expressos em % do controle; N = 6. *p < 0,05, comparado com o grupo
controle.

O percentual estimulatério da 1,25-D3 no influxo de **Ca*" em ilhotas pancreéticas
isoladas aumentou em 17% quando co-incubado com glibenclamida (20 nM), um bloqueador
de canais de K™-ATP (Fig. 13 A), e diminuiu em cerca de 71% quando co-incubado com
diazoxide (25 pM), um ativador dos canais de K'-ATP (Fig. 13 B), corroborando o
envolvimento crucial destes canais para despolarizagdo da membrana plasmatica e abertura dos
canais VDCC e aumento do influxo de calcio. Além disso, quando co-incubado com o inibidor
de canais de K*-Ca?*, apamina (1 uM), o efeito estimulatério da 1,25-D3 no influxo de **Ca**
foi parcialmente bloqueado (21%), destacando o envolvimento desses canais no mecanismo de
agdo da 1,25-D3 quando o [Ca®*] intracelular estd aumentado. Foi investigado também o efeito
da 1,25-D3 no influxo de **Ca*" na presenga de TEA (20 nM), um bloqueador de canais de K*
dependentes de voltagem (Kv). Como pode ser visto na Fig. 10B, o TEA per se diminuiu o
influxo de **Ca*" em 82%, e quando co-incubado com o horménio, anulou o efeito da 1,25-D3

em 62%, evidenciando a participacao destes canais para a repolarizagao celular.
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FIGURA 13 — Participacao dos canais de potassio no efeito estimulatério da 1,25-D3 no influxo
de **Ca*" em ilhotas pancredticas isoladas.
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Participagdo dos canais A) K*-Ca?" e K*-ATP ¢ B) K*-ATP e Kv no efeito estimulatorio da 1,25-Dj;. Pré-incubagio:
60 min na presenca de “*Ca?* 0,1 uCi / mL. Incubacio: 1 min na presenca de 1,25-D3 e ¥®*Ca?* 0,1 uCi / mL. Os
valores s@o expressos em % do controle; N = 6. ***p < 0,001, **p < 0,01 ¢ *p < 0,05, comparado com o grupo
controle; #p < 0,01 e *p < 0,05, comparado com o grupo 1,25-D;.

A colchicina, um agente despolimerizador de microtibulos foi utilizada para avaliar se
o mecanismo de agdo do 1,25-Ds poderia ser influenciado por distirbios na integridade do
citoesqueleto celular. A colchicina reduziu o influxo basal de *Ca*" em 67% e quando co-
incubada com o hormonio 1,25-Ds este, ndo foi suficiente para reverter a diminui¢do no influxo
de célcio. Quando a adesdo vesicular foi bloqueada pela N-etilmaleimida (1 mM), o efeito
estimulatério da 1,25-D3 no influxo de célcio em ilhotas pancredticas isoladas de ratos
aumentou em cerca de 20% (Figura 11), sugerindo que o as a¢des do hormonio podem ser

mediadas por processos de fusdo e secrecdo dos granulos de insulina.
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FIGURA 14 — Papel do transporte vesicular e dos microtiibulos no efeito estimulatério da 1,25-
D3 no influxo de **Ca?" em ilhotas pancredticas isoladas.

1 Controle = 125-D3 + Colchicma
EE 125-D31nM 00 N-etilmaleimida 1 mM
== Cokhicma 1 mM 125-D3 + N-etilmalemmida

200+

150+

*%

E
|

100+

)
<

o

Influxo de #*Ca?" (% do controle)

Pré-incubagdo: 60 min na presencga de ©*Ca?* 0,1 pCi / mL. Incubagdo: 1 min na presenca de 1,25-D; e ¥*Ca?* 0,1
pCi / mL. Os valores sdo expressos em % do controle; N = 6. **p < 0,01 e *p < 0,05, comparado com o grupo
controle; ##p < 0,001 e *p < 0,05, comparado com o grupo 1,25-Ds.

A figura 15 mostra o efeito da 1,25-D3 na secrecdo de insulina estatica em ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos. O efeito estimulatorio do composto na secre¢do de insulina foi

de aproximadamente 314%, em comparag¢do com a secre¢ao basal de insulina.

FIGURA 15 — Efeito estimulatério da 1,25-Ds3 na secre¢do de insulina estatica.
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Efeito da 1,25-Dj; na secrecdo de insulina estatica em ilhotas pancreaticas isoladas. Tempo de incubagdo: 10 min.
Os valores sdo expressos em % do controle; N = 6. *p < 0,05, comparado com o grupo controle.

A influéncia do calcio intracelular no efeito estimulatorio da 1,25-D3 no influxo de

43Ca’" foi investigada usando BAPTA-AM (50 pM), um quelante de calcio intracelular. Foi
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observado que assim como a 1,25-D3, 0 BAPTA-AM aumentou o influxo basal de *Ca’** em
44%. No entanto, quando co-incubado com BAPTA-AM, o efeito estimulatorio da 1,25-D3 no
influxo de **Ca*" ndo foi alterado (Fig. 16 A). Quando a bomba SERCA foi inibida pela
tapsigargina (1 uM), a 1,25-D3 ndo foi capaz de estimular o influxo de **Ca**, sugerindo que
acdo deste hormoénio requer a participacdo do calcio oriundo do RE. Para verificar a
participagdo dos L-VDCCs no mecanismo de agao envolvido no efeito estimulatorio da 1,25-
D3 no influxo de **Ca**, foi utilizado o inibidor nifedipino (1 uM). Foi observado que a
nifedipina nio alterou o influxo basal de **Ca", no entanto, inibiu o efeito estimulatério da
1,25-D3 em 59% (Fig. 16 A). Quando o inibidor dantrolene (50 M) foi usado para bloquear os
receptores de rianodina (RYR), houve uma diminui¢do parcial no efeito da 1,25-D3 no influxo
de ¥*Ca®" em cerca de 30%, bem como com o 2-APB (100 puM), um antagonista dos receptores
IP3, com 32% de diminui¢do (Fig. 16 B), demonstrando a participacdo do calcio dos

compartimentos (RE) no mecanismo de acao da 1,25-Ds.

FIGURA 16 — Participagd@o do calcio extra e intracelular no efeito estimulatorio da 1,25-D3 no
influxo de ¥*Ca?" em ilhotas pancreéticas isoladas.
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Participacdo do A) célcio intracelular, bomba SERCA, VDCC e B) dos receptores RYR e IPs. Pré-incubagao: 60
min na presenga de *Ca* 0,1 uCi/ mL. Incubagdo: 1 min na presenca de 1,25-D; € ¥*Ca?" 0,1 pCi/ mL. Os valores
sdo expressos em % do controle; N = 6. ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05, comparado com o grupo controle;
##p < 0,001, *p < 0,05, comparado com o grupo 1,25-Ds.

Alvos intracelulares que medeiam os efeitos da 1,25-D3 no influxo de ¥*Ca?" também

foram estudados, assim como a participa¢ao de PKC e PKA (Fig. 17). Quando RO 32-0432 (50
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uM), um inibidor de PKC convencional (dependente de calcio) e KT-5720 (1 uM), um inibidor
de PKA, foram utilizados, o efeito da 1,25-D3 foi reduzido em aproximadamente 57%,
respectivamente, indicando que estas proteinas cinases estdo envolvidas na via de sinaliza¢ao

da 1,25-Ds.

FIGURA 17 — Participagao da PKC e PKA no efeito estimulatorio da 1,25-D3 no influxo de
calcio em ilhotas pancreaticas isoladas.
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Pré-incubagdo: 60 min na presencga de ©*Ca?* 0,1 pCi / mL. Incubagdo: 1 min na presenca de 1,25-D; e ©*Ca?* 0,1
uCi/mL. Os valores sdo expressos em % do controle; N = 6. **%p < 0,001, comparado com o grupo controle; *#p
<0,001, comparado com o grupo 1,25-Ds.

5.2.2 Efeito da 1,25-D; no imunocontetdo da proteina cinase MAPK/ERK1/2 fosforilada

(p-erk 1/2) em ilhotas pancreaticas de ratos.

O tratamento in vitro com 1,25-D3 (1 nM) estimulou um aumento da fluorescéncia de
p-ERK1/2 em ilhotas pancredticas de ratos normoglicémicos em aproximadamente 57% (Fig.
18). O inibidor de MAPK/ERK1/2, PD 98-059 diminuiu o imunocontetdo de p-ERK 1/2,
porém, quando co-incubado com 1,25-Ds3, o efeito estimulatério do hormonio na fosforilagao
das proteinas ERK1/2 aumentou em 46%. A Figura 18 representa as imagens de
imunofluorescéncia de fatias do pancreas de ratos tratados in vitro na auséncia (controle) ou

presenga de 1,25-D3 (1 nM), e/ou do inibidor PD 98-059 (50 uM).

FIGURA 18 — Efeito da 1,25-D3 no imunocontetido de p-ERK1/2 na presenca de PD 98-059
em pancreas de ratos apos tratamento in vitro.
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1,25-D3
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PD 98-059 + 1,25-D3

A) Imunolocalizacdo de p-ERK1/2 em células B pancreaticas de ratos. Microscopia de imunofluorescéncia de
fatias de pancreas de ratos tratados com 1,25-D; (1 nM) in vitro na auséncia (controle) ou presenga de PD 98-059
(50 uM) (20X). PD 98-059 foi adicionado ao meio durante o periodo de pré-incubagdo (30 min). Incubagdo: 60
min. Os granulos de insulina foram marcados com Alexa Fluor 647 (vermelho). p-ERK1/2 foi marcada com Alexa
Fluor 488 (verde). Os nicleos foram marcados com DAPI (azul).
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B) Média de intensidade de fluorescéncia de p-ERK1/2. Os valores sdo expressos em E.P.M.; N = 3. *p < 0,05,
comparado com o grupo controle; *p < 0,05, comparado com o grupo 1,25-Ds.

5.3 ESTUDOS IN SILICO

5.3.1 Predicoes do perfil ADMET

Os compostos VDX e LUM foram avaliados de acordo com suas predicoes ADMET
(Tabela 2) através das plataformas SwissADME e ADMETLab. Como esperado, as
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas preditas foram semelhantes aos dados
relatados quando um software equivalente foi aplicado (DEB; REEVES; LAFORTUNE, 2020).
A importancia das propriedades fisico-quimicas e caracteristicas estruturais de um composto se
reflete no controle do metabolismo. Além disso, esses paradmetros também afetam o transporte
das moléculas VDX e LUM através das membranas plasmaticas. E importante ressaltar que eles
refletem em pardmetros farmacocinéticos, como a concentra¢do plasmadtica e a meia-vida do
farmaco (GAD, 2008). Curiosamente, embora a molécula ja seja usada clinicamente por
décadas, informagdes relativas as propriedades fisico-quimicas dos derivados da vitamina D3
ainda sdo limitados na literatura. Similarmente, tanto LUM quanto VDX predisseram moderada
a fraca solubilidade em dgua em pH neutro (log S). Cabe ressaltar que a solubilidade em 4gua
¢ prevista pelo nimero de grupos hidroxila na estrutura quimica. Assim, quanto maior o0 nimero
de grupamentos hidroxila na estrutura, mais soluvel ¢ o composto. Desta forma, ambos os

compostos sdo considerados predominantemente lipofilicos com caracteristicas estruturais
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hidrofobicas (log P > 5) correlacionadas ao precursor, a molécula de colesterol (JONES, 2008).
De fato, a solubilidade predita para VDX e LUM ¢ inversamente relacionada aos respectivos
valores de log P, conforme relatado anteriormente para derivados da vitamina D3 (DEB;
REEVES; LAFORTUNE, 2020). Além disso, ambos os valores de Log P refletem na
lipofilicidade e, consequentemente, contribuem para maior valor de absor¢do gastrointestinal
previsto para LUM (90,4%) quando comparado ao VDX (78,2%) (Tabela 2) (GAD, 2008).
No entanto, os valores de coeficiente de distribui¢cdo D previstos para LUM e VDX refletem na
alta permeabilidade de ambos os compostos, independentemente dos valores de volume de
distribuicao subdtimos, indicativos de alta afinidade por proteinas de ligacao plasmaticas. Além
disso, tanto LUM quanto VDX sdo moléculas que apresentam metabolismo moderado a alto
(Log Dpn74) (Tabela 2). E importante ressaltar que o coeficiente de difusdo tem um papel
farmacocinético fundamental que representa a capacidade molecular de cruzar passivamente as
bicamadas lipidicas (TSIMPANOGIANNIS et al., 2019).

Uma menor area de superficie topologica polar (TPSA) prevista para LUM (40,46 A?),
comparativamente ao VDX, poderia ser explicada pela auséncia de um grupo hidroxila na
posicao C-1. Além disso, um valor mais baixo da area de superficie polar e o valor Log P mais
alto (6,424) para LUM determinam a probabilidade de cruzar a barreira hematoencefalica
(Tabela 2). Além disso, os valores de TPSA estdo inversamente relacionados a absor¢ao
intestinal, o que poderia explicar maior absor¢do intestinal para o composto LUM (90,4%) em
relacdo ao VDX (78,2%) (ERTL; ROHDE; SELZER, 2000).

Em relagdo a drugabilidade (semelhanca a farmaco), a base de dados SwissADME
aplica cinco critérios disponiveis (Lipinski, Ghose, Veber, Egan, Muegge) para considerar a
chance de uma molécula se tornar um medicamento oral no que diz respeito a
biodisponibilidade. Assim, ambos os compostos (LUM e VDX) apresentaram 1 violagdo das
regras de Lipinski (Peso molecular (MW) < 500), sendo considerados, no entanto, compostos
semelhantes a farmacos. Por outro lado, LUM e VDX nao podem ser considerados candidatos
a medicamentos orais de acordo com os critérios de Ghose e Muegge devido a 2 violagdes (160
<MW <480 e 40 < Refragdo molar < 130) e 1 violagdo (200 < MW < 600, ligagdes rotativas
<15, XLOGP3> 5) respectivamente. Além disso, LUM apresentou 1 violagdo (WLOG> 5,88)

de acordo com as regras de Egan.
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De acordo com as propriedades farmacocinéticas, apenas VDX promove a inibi¢ao do
CYP3A4 (Tabela 2). O CYP3A4 ¢ expresso principalmente no figado e pertence a familia de
enzimas do citocromo P450. CYP3A4 ¢ uma das enzimas mais importantes no metabolismo de
farmacos e consequentemente, sua inibicdo pode estender o efeito de alguns medicamentos e
gerar acumulo nos tecidos e toxicidade. Além disso, foi relatado que o CYP3A4 pode regular
o metabolismo da vitamina D, assim como a vitamina D pode regular a expressdao do CYP3A4.
Assim, esta enzima pode estar envolvida na biotransformacao e depuragdo da 1,25-D3 quando
se considera a interacdo do VDX e dos respectivos metabolitos. Por outro lado, 1,25-D3 poderia
estimular a transcricao de CYP3A4 (WANG et al., 2013).

Surpreendentemente, LUM apresentou melhor perfil farmacocinético, principalmente
devido ao menor nivel de hepatotoxicidade (52,6%) e menor toxicidade oral aguda (LD50 =
138,281 mg/ Kg) quando comparado ao VDX (90%; 3,466 mg/ Kg). E importante ressaltar que
a concentracao usada para os experimentos in vitro foi significativamente inferior ao limite de
toxicidade para 1,25-D3 (1nM, 42 pg/ Kg). Embora, relatos na literatura ainda garantem alguns
efeitos protetores da vitamina D3 no tecido hepatico (ALMASMOUM et al., 2019).

Embora raro, a ingestdo oral excessiva de vitamina D3 pode levar a toxicidade. A
principal consequéncia da hipervitaminose D ¢ o aumento da concentragdo de célcio na corrente
sanguinea (hipercalcemia). Assim, a hipercalcemia ¢ um efeito adverso importante no uso da
vitamina D3 como terapia medicamentosa e se deve ter cautela na dosagem (DEB; REEVES;

LAFORTUNE, 2020).
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TABELA 2 — Predi¢des ADMET calculadas pelas bases de dados SwissADME and ADMETLab*.

Propriedades fisico-quimicas Lipofilicidade (Log P) Violacdes de semelhancas a drogas Solubilidade (Log S)

VDX LUM VDX LUM VDX LUM VDX LUM
Peso molecular 416.64 400.64 iLOGP 4.25 4.52  Lipinski 1 1 ESOL -5.22  -5.89
Ligacdes XLOGP3 507  6.19  Ghose 2 2 Ali -6.09  -6.82
rotacionaveis 6 5
Aceptores 3 2 WLOGP 570 642  Veber 0 0 SILICOS-IT -4.60 -5.17
Doadores 3 2 MLOGP 4.33 530 Egan 0 1 Log S* -6.31  -6.28
Refratividade 127.40 124.34 SILICOS-IT 5.81 5.62  Muegge 1 1
Molar
TPSA (A?) 60.69 40.46 Consenso 503 5.61 Pontuagdo de

Biodisponibilidade 0.55 0.55
Farmacocinética

VDX LUM VDX LUM VDX LUM VDX LUM

Log Dpu7.4* 4.17 4.42 Absorcdo GI High High Inibidor CYP1A2 Nao Nao  Cl(mL/min/kg)* 0.81 1.47
Inibidor CYP2C19 Nao Nao
VD (L/kg) * -0.35 -0.01 Permeabilidade Inibidor CYP2C9 Nao Nao  HIA* 78.2 90.4
PPB* 97.43 85.04 BHE Nao Nao  Inibidor CYP2D6 Nao Nao
T(C%) (h)* 1.97 1.94 Substrato P-gp Niao Nao  Inibidor CYP3A4 Sim Nao
Toxicidade
VDX LUM
Categoria Probabilidade Categoria Probabilidade

Hepatotoxicidade* 3 0.900 1 0.526
LD50 (mg/kg)™* - 3.466 - 138.28
DILI 0 0.256 0 0.204

FDAMDD 0 0.03 0 0.31
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TPSA, Area de superficie polar topologica; Log DpH7.4, Coeficiente de distribuigdo (3 a 5: Solubilidade baixa;
Permeabilidade alta; Metabolismo moderado a alto); VD, Volume de distribui¢do; PPB, Ligacdo a proteina
plasmatica; T (%2), Tempo de meia-vida; GI, Gastrointestinal; BBB, Barreira hematoencefélica; P-gp,
Glicoproteina-P; Cl, Clearance; HIA, Absorg¢do intestinal humana; LD50, Dose letal média; DILI, Lesdo hepatica
induzida por drogas; FDAMDD, dose diaria maxima recomendada.

5.3.2 Parceiras fisiologicas

No inicio da pesquisa, a base de dados STRING atribuiu a todas as proteinas-chave
(ERp57, MAPK1, MAPK3 e PKC) o gene que codifica cada uma delas (Pdia3, Mapk1, Mapk3
e Prkca, respectivamente). As analises realizadas com as entradas de multiplas proteinas
inseridas manualmente complementaram os resultados gerados pela STRING através do link
da UniProtKB. A Tabela 3 resume os dados da STRING para as proteinas-chave (N6 1) e suas

parceiras fisiologicas (N6 2) vindas da UniProtKB ou inseridas manualmente.

TABELA 3 — Parceiras fisiologicas (interagdo proteina-proteina) preditas pela STRING.

. « Codigo Codigo No6 2
Identificacao . .
(UniProtKB) Abreviacio No 1 UniProtKB Inserido manu.almente
(score combinado) (score combinado)
Proteina quinase 3 Mapk1 (0.977) PKC/Prkca (0.906)
ativada por MAPK3/ERK1  Mapk3 Map2k1 (0.971) ERp57/Pdia3 (0.230)
mitogeno Raf1 (0.958)
Proteina quinase 1 Mapk3 (0.977)
PKC/Prkca (0.904)
ativada por MAPKI/ERK2  Mapkl Map2k1 (0.971)
mitégeno Raf1 (0.957)
Calr (0.999)
Canx (0.974) ERK1/Mapk3/MAPK3
Proteina dissulfeto- )
) ERp57 Pdia3 Hsp90b1 (0.973) (0.230)
isomerase A3
Hspa5 (0.953) PKC/Prkca (0.204)
Tapbp (0.967)
ERK1/Mapk3/MAPK3
Pick1 (0.987)
. (0.906)
Proteina quinase C Akap5 (0.985)
_ PKC Prkca ERK2/Mapk1/MAPK1
tipo alfa Sdc4 (0.975)
(0.904)

ERp57/Pdia3 (0.204)
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Mapkl, proteina quinase 1 ativada por mitégeno; Map2kl, proteina quinase 1 ativada por mitdgeno de
especificidade dupla; Rafl, proto-oncogene serina / treonina-proteina quinase RAF; Mapk3, proteina quinase 3
ativada por mitogeno; Pdia3, familia A3 da proteina dissulfeto isomerase; Calr, Calreticulina; Canx, Calnexina;
Hsp90bl, Endoplasmina; Hspa5, proteina regulada por glicose de 78 kDa; Tapbp, proteina de ligagdo a tapbp;
Prkca, proteina quinase C tipo alfa; Pickl, proteina de liga¢do do tipo proteina quinase C alfa; Akap35, proteina
ancora de A-quinase 5; Sdc4, Syndecan-4; Cacnalc, subunidade alfa-1C do canal de calcio do tipo L dependente
de voltagem; Calml, Calmodulina-1; Cacnbl, subunidade beta-1 do canal de calcio do tipo L dependente de
voltagem; Cacna2d1, subunidade alfa-2 / delta-1 do canal de calcio dependente de voltagem; Cacnb4, subunidade
beta-4 do canal de célcio do tipo L dependente de voltagem.

E importante destacar que a STRING mudou a nomenclatura de MAPK/ERK1/2 para
MAPK3/ERK1 ¢ MAPKI/ERK2 (Tabela 3). MAPKI/ERK2 (Mapkl) e MAPK3/ERKI1
(Mapk3) desempenham papéis cruciais na cascata de sinalizagio MAPK/ERK na fisiologia das
células B (KHOO et al., 2003).

Redes de parceiras fisiologicas mostraram interacdes inesperadas entre chaperonas
(Hsp90bl1, Hspa5) e ERp57. As chaperonas formam complexos no ER, e estdo associadas ao
dobramento e controle de qualidade de glicoproteinas recentemente sintetizadas. Além disso, o
transporte e a externaliza¢do de proteinas feitos através da Tapbp (proteina de ligacdo a tapbp)
complexada com calreticulina e ERp57 permitem respostas celulares ndo genomicas apos
estimulo externo (PADARIYA et al., 2020).

Os mapas de interagdes mostraram arestas da PKC conectadas através de nos com Pick1
(proteina de ligacdo a PRKCA, pontuagdo 0,987), Akap5 (proteina dncora de quinase A 5,
pontuacao 0,985) e Sdc4 (Syndecan-4, pontuagdo 0,975), um ativador de PKC (LIM et al.,
2003) (Tabela 3). Curiosamente, a literatura relata que Pickl1 protege as células f pancreaticas
contra danos estimulados por glicose elevada, por meio da sinalizagao PI3K / Akt. Além disso,
Pick] atua estimulando a secre¢do de insulina e inibindo a progressdo do diabetes (QIU; MA;
FENG, 2020).

E importante destacar que as vias de sinalizagdo induzidas por PKC e PKA (proteina
quinase dependente de cAMP) sdo direcionadas ao ambiente intracelular apos a interagdo de
proteinas de ancoragem de quinase A (Akap) (SAMELSON et al., 2015). Além disso, as
interacdes PKC-Akap5 e PKA-Akap5 modulam o canal de calcio do tipo L (L-VDCC) apds
sua fosforilagdo por PKA, na qual foi observado in vitro sob aumento de glicose extracelular

(PRADA et al., 2020).
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5.3.3 Qualidade dos modelos gerados

A pontuacdo zeta adequada predita pelo servidor da web ProSA garantiu a qualidade de

ambos os modelos (- 10.64, ERp57; - 8.61, PKC; Fig. 19) (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
FIGURA 19 - Zeta-score geral que garante a qualidade dos modelos ERp57 (A) e PKC (B)
preditos pela base de dados ProSa-web (proteina modelada).
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5.3.4 Interacdes proteina-ligante referentes a Dinamica Molecular (DM)

As andlises foram realizadas usando os ligantes LUM e VDX e considerando os
resultados obtidos para cada proteina. Esses resultados foram preditos ap6s simulagao de 10 ns.
Frames com ligacdes de hidrogénio (H-bonds) preditas nas simula¢des de DM foram
selecionados para analises adicionais de interacdes entre residuos de aminoacidos das proteinas
ERp57 e PKC e os ligantes LUM e VDX. Informagdes complementares sobre as interagdes
proteina-ligantes preditas pelas ferramentas PoseView, UCSF Chimera e LigPlot" mostraram

ligacdes de hidrogénio adicionais e contribui¢des hidrofébicas (Tabela 4).
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TABELA 4 —Residuos de aminoacidos envolvidos nas interagcdes proteina-ligante preditas para
cada frame com o auxilio das ferramentas PoseView, UCSF Chimera e LigPlot".

P ina-ligant be . a . ats o & L.
(frame, ns) ¢ Ligagoes de hidrogénio Interagdes hidrofobicas
Polares Apolares
Neutros Positivos Negativos
PoseView - Lys!4? Asp'®! - Glu'¥, Lys!¥?
ERp 237 3_0;'UM Chimera - Lys'*7, Arg!®3 Asp'®! - NA
LigPlot* _ Lys'”, Arg!® Asp'™! _ Ser'?, His'?7, Lys™®, Asp3, Glu', Lys'¥’, Phe's, Asp!s!, Arg!s?
PoseView - His!'?? Glu' - Ser!26
ERP?; S_S;IDX Chimera 2 His'?’ Glu'# - NA
LigPlot* ~ His!'?’ Glu# ~ Pro'8, Ser'®, His!?’, Val!¥’, Leu'®, Lys!¥’, Phe!
PoseView Asn® - - - Met#7°
PK((:4;IS“)UM Chimera AsnS? - - < NA
- . Leu!?s, Leu™s, Val’s3, Tyr'!?, Val'®, Gly*®, Asp® | Met!™,
LigPlot* Asn®? - - - Asn52ys, Phet™s, Phe‘”)g P
PoseView Asn?6® Lys*? - = Tle'?, Lys**7, Met*", Phe®?
PKC - VDX Chimera Asn's Lys*7 - - NA
(1.20) 125 [lel26 345 346 347 353 /p]i20 421 23
Tyr'??, Asp*®’, Asn*sS, Met'", Phe®%, Phe'

Os residuos de aminoacidos com as maiores taxas de ocupagdo no mapa de existéncia
de ligagdes de hidrogénio (H bonds) foram selecionados para ERp57 - VDX (frame 5,85 ns) e
para ERp57 - LUM (frame 3,30 ns).
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FIGURA 20 — Ligagdes de hidrogénio e contribui¢des hidrofobicas preditas pelas ferramentas
A) LigPlot" e B) PoseView entre ERp57 e LUM. C) Mapa de existéncia de ligagdes de
hidrogénio preditas na DM entre ERp57 — LUM.

A. B.

X * Lys147(A)

»
B o

o 3 %;;pl{‘( )
o

" LUM 487(B)
" PheldS(A)

%ﬁ:ﬁwn AspiSIA °-.._

oy His127(A)

Frame 3.30 ns ERp57-LUM

o_

Asp1SI(A)

Mapa de existéncia de ligag()es de hidrogénio

gy

A) LUM (lilas), ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas em verde), contribui¢des hidrofobicas (linhas curvas
em vermelho). B) Ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas), contribui¢des hidrofébicas (linhas verdes). C)
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A interacdo entre ERp57 — LUM (frame 3.30 ns) apresentou contribui¢des hidrofobicas
tanto com residuos polares (Ser'?¢, His'?’, Lys'*°, Asp'*, Glu'*, Lys'¥, Asp'®!, Arg'®?) quanto
com residuos ndo polares (Phe!*) (Figura 20 A e B; Tabela 4).

As ligagoes de hidrogénio preditas no frame estudado para ERp57 - LUM envolveram
os residuos de aminoacidos polares Arg'® (positivo), Asp'>! (negativo) e Lys'¥ (positivo)
(Figura 20 A; Tabela 4) com taxas de ocupacdo preditas de 48,1%, 18,3% e 15,3%,

respectivamente (Tabela 5).
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TABELA 5 — Taxas de ocupacao de ligagdes de hidrogénio preditas na DM entre ERp57 -
LUM.

ID doador-aceptor Nﬁ;:f:odo Oc?&?)gﬁo
0 147LYS(HZ1) - 487LUM(O1) 1751 - 7190 153
1 183ARG(HE ) - 487LUM(02) 2310 - 7192 48.1
2 183ARG(H21) - 487LUM(02) 2316 - 7192 11.5
3 487LUM(H38) - 151ASP(OD1) 7193 - 1814 17.6
4 487LUM(H38) - 151ASP(OD2) 7193 - 1815 183

A maior taxa de ocupagdo predita mostrou uma ligacao de hidrogénio entre o residuo
de aminoacido polar Arg!® (doador; 4tomo de hidrogénio denominado HE) pertencente a
proteina ERp57 e o ligante LUM (aceptor; atomo de oxigénio O2) (Tabela 5 e Figura 20 A).
Enquanto que, o ligante VDX interagiu com residuos de Ser!?® (contribui¢des hidrofobicas) e

interagiu através de ligagdes de hidrogénio com os residuos His'?’ e Glu'** (Figura 21 A e B).

FIGURA 21 — Ligagdes de hidrogénio e contribui¢gdes hidrofobicas preditas pelas ferramentas
A) LigPlot" e B) PoseView e C) Mapa de existéncia de ligagdes de hidrogénio preditas na DM
entre ERp57 — VDX.
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C. Mapa de existéncia de ligacdes de hidrogénio
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A) VDX (lilas), ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas em verde), contribuigdes hidrofobicas (linhas curvas
em vermelho). B) Ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas), contribui¢des hidrofébicas (linhas verdes). C)
Taxas de ocupacdo (vermelho).

Além disso, a interacdo entre ERp57 - VDX (frame 5.85 ns) apresentou contribui¢des
hidrofdbicas com residuos nio polares (Pro!'8, Val'*’, Leu'®, Phe'*®) e com residuos polares
(Ser'?®, His'?’, Glu'*, Lys'%") (Figura 21 A e B; Tabela 4).

Duas ligacdes de hidrogénio foram preditas entre VDX (doador; atomo de oxigénio
denominado HO2) e o residuo polar Glu'* da proteina ERp57 (aceptor; 4tomos de oxigénio
OE1 ou OE2) (Fig. 21 A e B). As taxas de ocupagdo para estas interacdes foram de 10,5% e
15,5%, respectivamente (Tabela 6).

TABELA 6 — Taxas de ocupagao de ligagdes de hidrogénio preditas na DM entre ERp57 —
VDX.

ID doador-aceptor Nﬁ;l:::odo Oc?‘%qﬁo
0 487VDX(HO1) - 144GLU(O) 7208 - 1691 1.9

1 487VDX(HO1) - 147LYS(O) 7208 - 1755 2.4

2 487VDX(HO2) - 138PRO(0) 7210 - 1592 0.1

3 487VDX(HO2) - 144GLU(OE1) 7210 - 1688 10.5

4 487VDX(HO2) - 144GLU(OE2) 7210 - 1689 15.5

5 487VDX(HO3) - 126SER(OG) 7236 - 1410 0.0

6 487VDX(HO3) - 126SER(O) 7236 - 1413 0.4

7 487VDX(HO3) - 127HIS(N) 7236 - 1414 0.0

8 487VDX(HO3) - 127HIS(ND1) 7236 - 1422 14.0

Além disso, as taxas de ocupacao das ligagdes de hidrogénio preditas para LUM foram
coerentes com a afinidade esperada para este ligante ao interagir com o receptor de membrana
ERp57, e desta forma, ocorrer a internalizagdo celular da 1,25-D3 (6-s-cis).

E importante ressaltar que as taxas de ocupagdo preditas para o ligante LUM foram

aproximadamente quatro vezes maiores do que aquelas preditas para VDX. Esta evidéncia
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apoia a teoria de que a interagcdo entre LUM e ERp57 poderia ser favorecida (GAUCCI et al.,
2016). Além disso, contribui¢des provenientes de outras ligacdes de hidrogénio preditas entre
ERp57 - LUM ou ERp57 - VDX estéo representadas nas Tabelas 4, 5 ¢ 6. E importante destacar
que quando se considera a interacdo do VDX com o receptor original (VDR) ele interage com
mais residuos de a.a. (Tyr'*, His*®!, His**) numa regido que compreende do residuo 223 ao
233 e do residuo 267 ao 274 quando comparado a interagio VDX - ERp57 (His!?’ e Glu'*).
Desta forma ¢ possivel sugerir que o ligante VDX teria maior afinidade de ligagao pelo proprio

receptor VDR (Fig. 22).

FIGURA 22 — Estrutura 2D representando as interacdes entre VDR-VDX (entrada PDB:
27LC).

", VDR-VDX (PDB: 2ZLC)

VDX (lilas), ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas em verde), contribuigdes hidrofobicas (linhas curvas em
vermelho).

A visualizacdo estrutural da 4rea ao redor da interacdo entre ERp57 - LUM e entre
ERp57 - VDX mostrou um arranjo composto por duas hélices (hélice 1, Ala'?! — Ala'*?; hélice
2, Glu'* —I1e'*) conectadas por um loop (Gly'3* — Thr'#") (Fig. 7 A e 7 B), embora ambos os
ligantes estivessem interagindo através de ligagdes de hidrogénio com diferentes residuos de
aminodcidos polares e apolares, provavelmente devido as suas caracteristicas fisico-quimicas

distintas (Tabela 2).
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Figura 7. Mapeamento da regido predita pelo software USFC Chimera para os complexos A)
ERp57 - LUM (frame 3,30 ns) e B) ERp57 — VDX (frame 5,85 ns).

A existéncia de ligagdes de hidrogénio durante a maior parte da DM foi investigada nos
frames ERp57 - LUM (3,30 ns) e ERp57 - VDX (5,85 ns) e contribuiu significativamente para
a pequena variagdo dos valores RMSD preditos para cada ligante (Fig. 23), de acordo com o

mapa de existéncia de H-bonds (Fig. 20 C e 21 C).

FIGURA 23 — Variagdo de RMSD predito entre ERp57 e os ligantes LUM e VDX.
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A pequena variagdo de RMSD do ligante LUM em torno do frame 6,0 ns, pode ser
atribuida aos residuos de aminoacidos em diferentes distribuicdes espaciais (Lys'?’, Asp'>!,
Arg'®®) onde este ligante interagiu através de ligacdes de hidrogénio. De fato, embora a
literatura mencione somente os residuos de aminoacidos envolvidos nas interagdes entre ERp57
e VDX (GAUCCI et al., 2016), as simulagdes sugerem que o ligante LUM interage com um
maior numero de residuos de aminoacidos e apresenta maior taxa de ocupacao quando
comparado ao ligante VDX (Tabela 7; Figura 21 C). E interessante destacar que, embora o

tempo de meia vida do LUM seja muito mais curto, os resultados preditos in silico sugerem que
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ele pode estar interagindo in vitro com ERp57 e contribuindo desta forma para a sinalizagao de
proteinas intracelulares, conforme estudos realizados pelo grupo do pesquisador Norman
(NORMAN, 2012).

Além disso, LUM interage através de ligagao de hidrogénio em um sitio alostérico da
ERp57, proximo ao local de fosforilagio em residuo de Ser'*’. No entanto, é importante
destacar que ERp57 ¢ fosforilada em residuo de Ser'*® sob condigdes metabdlicas especificas
(KITA et al., 2006) e portanto, a interacdo predita provavelmente ndo afetaria a atividade desta
proteina. Além disso, as posi¢des preditas para LUM e VDX nos frames selecionados
encontravam-se em uma regiao oposta ao dominio de ligagdo ao DNA de homologia Rel (RHD)
(NEMERE et al., 2004). Desta forma, ambos os ligantes provavelmente ndo comprometeriam
a atividade transcripcional da ERp57 (SULLIVAN et al., 2007). Adicionalmente, os tipos de
residuos de aminoacidos no sitio de interacdo entre ERp57 — VDX foram similares (leucina,
prolina, fenilalanina, lisina, valina, serina) aos preditos por Gaucci et al., 2016 e considerados
como provaveis sitios de interagio no docking entre ERp57 — VDX (GAUCCI et al., 2016). E
importante destacar que, conforme visualizado no presente estudo, os locais de interagdo entre
ERp57 - VDX (Fig. 22 A e B) nao afetariam o papel oxidorredutase da proteina, conforme
relatado na literatura (GAUCCI et al., 2016). Além disso, o carater lipofilico dos ligantes
(LUM e VDX) favorece a sua interacdo com proteinas localizadas na membrana na sua interface
extracelular (ERp57) e na sua interface intracelular (PKC). Outras investigacdes
complementares com células e animais poderao elucidar sobre alguns mecanismos moleculares
desses processos biologicos. Embora o receptor ERp57 seja considerado especifico para a
forma 6-s-cis (LUM), ele também pode interagir com a forma 6-s-trans (VDX), conforme
predito pelos ensaios das simula¢des computacionais.

A estrutura secundaria do ERp57 inclui cavidades e fendas onde os ligantes podem ser
inseridos. De fato as cavidades tém sido estudadas a fim de esclarecer o mecanismo molecular
viavel de acdo de algumas drogas (ROSELL; FERNANDEZ-RECIO, 2020). A interagdo
predita para ERp57 - LUM (frame 3.30 ns) envolveu residuos de aminoéacidos que ndo foram
considerados uma cavidade pelo algoritmo ProteinsPlus. Entdo, alternativamente, as cavidades
desta estrutura foram analisadas com o software CavityPlus (XU et al., 2018) que, predisse para
o ligante LUM (frame 3,30 ns) sua inser¢ao parcial em uma cavidade composta por nimero

igual de residuos de aminoacidos polares e apolares, com cargas predominantemente neutras.
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Esta cavidade incluiu residuos de aminoacidos que interagiram através de ligagdes de
hidrogénio (Lis'’, Asp'®!, Arg'®®) com as mais altas taxas de ocupacio preditos nas simulacdes

de DM.

FIGURA 24 — A) Superficies eletrostatica e B) hidrofobicas preditas por APBS/PDB2QR, para
o complexo ERp57 - LUM (frame 3.30 ns).

A.

A) Regides com carga positiva (azul) e regides com carga negativa (vermelho). B) Regides hidrofobicas
(vermelho).

TABELA 7 — Cavidades preditas pela ProteinsPlus e CavityPlus para as intera¢des proteina-
ligante.

Pocket
(Drug Dimensaes Descritores de grupos funcionais Composi¢io de aminoicidos
Score)

Interacoes
(frame, ns)

Ligagdes de
Volume  Superficie  Profundidade # génio Contribuigdes
9] (O] A hidrofébicas

Doadores  Aceptores

Apolar  Polar  Positivo  Negativo

ERp57 -LUM P 1
= . . X . . .25 .
(3.30)* (046) 287.36 590.67 10.76 15 20 25 0.38 0.31 0.2 0.06

ERp57-VDX P_1
5% ©7a 0304 70600 1537 15 26 35 048 020 024 0.08

A interacao predita na DM para ERp57 - VDX (frame 5.85 ns) mostrou que o ligante
ficou posicionado em uma cavidade hidrofobica formada por residuos de aminoacidos
predominantemente apolares (Pro!'8, Gly'?*, Ser'?®, His!?’, Gly!®, Pro'**, Ala'®°, Ser!®$, Val'¥’,
Pro'*®, Leu'®, Glu'*, Phe!®, Lys'¥’, Phe!*8, Ala'>*, Phe!®*, Ala!®) com carga neutra (Fig. 25
A e B). Confirmando o que foi calculado pela ferramenta DoGSiteScorer que mostrou o ligante
(VDX) parcialmente inserido em uma cavidade 1 (P_1) com volume de 503.04 A3, superficie

de 706.00 A% e profundidade de 15.37A (Tabela 7). Esta ferramenta também mostrou
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predominancia de residuos de aminoacidos apolares (score 0.48) com carga positiva (score

0.24) nesta cavidade (P_1).

FIGURA 25 — A) Cavidades preditas pela ProteinsPlus e B) Superficies eletrostatica e C)
hidrofébicas preditas por APBS/PDB2QR, para o complexo ERp57 - VDX (frame 5,85 ns).

A.

A) VDX (cinza), cavidade (lilas). B) Regides com carga positiva (azul) e regides com carga negativa (vermelho).
C) Regides hidrofobicas (vermelho).

Todos estes dados de interagdo estrutural, quando considerados em conjunto,
determinaram condi¢des que contribuiram para energias de interagdo mais favoraveis e para a
estabilidade do complexo. Deve-se destacar que o ligante VDX apresentou um valor de Energia
de Ligacdo Mecanica Molecular inferior (-84.338 +/- 18,503 kJ/mol) quando comparado com
LUM (-72,976 + 16,453 kJ/mol) (Tabela 11). Isso refor¢a que ambos os ligantes tém afinidade
pela proteina ERp57 (GAUCCI et al., 2016).



88

TABELA 8 — Energias calculadas pelo GROMACS (AG SASA) e pelo método MMPBSA para

os complexos ERp57 — LUM e ERp57 — VDX.

Complexo
proteina-ligante

Energia

Média + erro padrido

LUM

VDX

GROMACS

Energia livre de solvatagido
SASA (AGsolv)

-91.768 + 6.799

-95.448 + 5.882

Energia Molecular
Mecanica da
Area de Superficie de
Poisson-Boltzmann -
MMPBSA

van der Waals
Eletrostatica
Solvatacédo polar
Solvatacédo apolar SASA

Energia de ligagdo molecular
mecénica

-135.588 + 16.920
-34.858 + 21.996
114.580 +£27.853
-17.110 £ 1.477

-72.976 £ 16.453

-146.251 £ 15.135
-28.124 +15.480
107.778+ 25.992
-17.740 + 1.346

-84.338 +/- 18.503

Ligagdes de hidrogénio
preditas

Moléculas (Atomos)

Doador

Aceptor

Taxa de ocupacio (%)

LUM LUM
(H38)  (H38)

ASPI! ASPI!
(0D2)  (OD1)

18.3 17.6

VDX VDX VDX
(HO2) (HO3) (HO2)
GLUM HIS? GLU™
(OE2) (ND1) (OEl)

15.5 14.0 10.5

VDX
(03)

Lys!13¢
HZ1)
4.3

De fato, uma pequena diferenga na variacdo da energia livre de solvatagdo SASA

(AGsolv) entre VDX (- 95,448 + 5,882 kJ/mol) e LUM (- 91,768 + 6,799 kJ/mol) foi observada

(Tabela 8; Fig. 26 C). Neste caso, ambos os ligantes apresentaram semelhangas nas energias

envolvidas para manter o complexo ligado durante a maior parte do tempo de simulagdo (Tabela

8; Fig. 26 A e B).

FIGURA 26 — Energias relacionadas a manuten¢do dos complexos ERp57 - ligantes preditas

pelas simulag¢des de dinamica molecular.
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Energia Livre de Solvatagio
ERp57 - ligantes

AGgy)y (kJ/mol)

-120.0
0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0

Tempo (ns)

A) e B) Energia de van der Waals (preto), energia total (vermelho) e energia eletrostatica (verde). C) Energia livre
de solvatacdo SASA de LUM (azul) e VDX (preto).

Curiosamente, o menor valor de contribui¢ao de energia previsto para LUM (- 67.6193
+ 0.1286 kJ/mol vs - 65.3583 + 0.1135 kJ/mol, VDX) corrobora que esse ligante teve uma
contribuicao decisiva para a montagem do complexo em termos de variagdo de energia.

A Figura 28 A e B representa as energias de contribui¢cdo de cada residuo para os
complexos ERp57 - LUM e ERp57 - VDX no frame final, onde na imagem da dindmica
molecular visual (Fig. 27 C e D) os ligantes apresentaram o menor valor de energia de
contribuicdo (- 67,619 kJ/mol e - 65.3583 kJ/mol, respectivamente), representados em

vermelho.

FIGURA 27 — Contribuigao dos residuos para a energia de ligacdo entre A) ERp57 - LUM e B)
ERp57 - VDX. Dinamica molecular visual entre C) ERpS57 - LUM e D) ERp57 - VDX.
Complexos E) ERp57 - LUM e F) ERp57 - VDX preditos na DM.
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Energia (kJ/mol)

Contribui¢do dos residuos para a
Energia de ligagdo
ERp57 - VDX
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Residuos

Complex ERp57-VDX

A DM entre o complexo ERp57 - LUM predisse residuos de aminoéacidos nao polares
Val'?” e Phe!'*®. Ambos os residuos contribuiram para uma energia de ligagio com os valores
mais baixos (- 5,312 kJ/mol and - 4,532 kJ/mol, respectivamente). Como esperado, nenhuma
ligagdo de hidrogénio foi predita para LUM e os residuos Val'*” ¢ Phe'*® a0 longo do tempo de
simulagio (Tabela 4). E importante notar que, além dos residuos ndo polares Val'*” ¢ Phe!*® (-
5.720 kJ/mol e - 6.122 kJ/mol, respectivamente), o residuo de aminoacido Lys'? (- 4.0358
kJ/mol) também contribuiu para a energia de ligagdo com os menores valores no complexo
ERp57 - VDX, ambos representados em vermelho (Fig. 27 C e D). Além disso, o residuo de
aminoacido Phe!*® ja havia sido predito e relacionado as contribuigdes hidrofébicas nos frames
analisados para ERp57 - LUM (3.30 ns, Fig. 20 A) e ERp57 - VDX (5.85 ns, Fig. 21 A). Embora

contribui¢des hidrofébicas do residuo Val'*’ somente apareceram no frame analisado para

ERp57 - VDX (5.85 ns, Fig. 21 A; Tabela 4).

5.3.4.2 PKC

Foram selecionados frames das interagdes PKC - LUM (4,55 ns) e PKC - VDX (1,20
ns) contendo residuos de aminodcidos com as maiores taxas de ocupagdo. Estes frames estdo
representados no mapa de existéncia de H-bonds (Fig. 28 C). A ligacao de hidrogénio predita
manteve o ligante LUM interagindo com a PKC através do residuo de aminoacido polar Asn®
(carga neutra), com taxa de ocupagdo de 9,0% (Tabelas 4 ¢ 9). Esta ligacdo de hidrogénio foi
predita entre os grupos hidroxila da proteina e ligante envolvendo o 4&tomo de oxigénio (O1) do
ligante LUM como doador de protons (H17) e o atomo de oxigénio (O) do residuo de

aminoacido polar Asn®* como aceptor (Fig. 28 A e B; Tabela 9).
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FIGURA 28 — Ligag¢oes de hidrogénio e contribuigdes hidrofobicas preditas pelas ferramentas
A) LigPlot" e B) PoseView entre PKC e LUM. C) Mapa de existéncia de ligagdes de
hidrogénio preditas na DM entre PKC — LUM.
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A) LUM (lilas), ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas em verde), contribui¢des hidrofdbicas (linhas curvas
em vermelho). B) Ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas), contribui¢des hidroféobicas (linhas verdes). C)
Taxas de ocupagdo (vermelho).

TABELA 9 — Taxas de ocupagao de ligagdes de hidrogénio preditas na DM entre PKC - LUM.

Numero do Ocupacgio
ID doador-aceptor atomo (%)
0 628LYS(HZ1) - 667LUM(01) 8463 - 9089 0.5
1 667LUM(H17) - 625ASN(O) 9090 - 8413 9.0

Enquanto que o ligante VDX apresentou ligagdes de hidrogénio com os residuos de
aminoacido Asn*%® (carga neutra) e Lys*’ (carga positiva) com taxa de ocupacio predita de

19,0% e 13,3%, respectivamente (Fig. 29 A, B e C; Tabela 10). Nesta ligacdo, o atomo de
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oxigénio (O1) do ligante VDX (doador) apresentou ligagao de hidrogénio com o atomo de
oxigénio (OD1) do residuo de aminodcido Asn*®®. Enquanto que, as ligagdes de hidrogénio
preditas entre VDX (aceptor) e PKC em Lys**’ (doador) envolveram atomos de oxigénio do
VDX (O1 ou O2) e um dtomo de nitrogénio (N) do residuo de aminoacido Lys**’ (Fig. 29 A e
B).

FIGURA 29 — Ligagdes de hidrogénio e contribui¢des hidrofobicas preditas pelas ferramentas
A) LigPlot" e B) PoseView entre PKC e VDX. C) Mapa de existéncia de ligagdes de
hidrogénio preditas na DM entre PKC — VDX.
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A) VDX (lilas), ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas em verde), contribui¢cdes hidrofobicas (linhas curvas
em vermelho). B) Liga¢Ges de hidrogénio (linhas pontilhadas), contribuigdes hidrofobicas (linhas verdes). C)
Taxas de ocupagédo (vermelho).
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TABELA 10 — Taxas de ocupagao de ligagdes de hidrogénio preditas na DM entre PKC - VDX.

ID doador-aceptor Nﬁs,::l:;oodo OCEI‘;:I)QEO
0 347LYS(H) - 667VDX(02) 3950 - 9108 133
1 347LYS(HZ1) - 667VDX(O1) 3966 - 9106 0.8
2 348GLY(H) - 667VDX(02) 3972 - 9108 02
3 481ASP(H) - 667VDX(01) 6141 - 9106 0.0
4 667VDX(HO1) - 468ASN(OD1) 9107 - 5950 19.0
5 667VDX(HOLI) - 481ASP(OD1) 9107 - 6148 0.9
6 667VDX(HOLI) - 481ASP(OD2) 9107 - 6149 6.2
7 667VDX(HO2) - 345LEU(O) 9109 - 3941 13.9
8 667VDX(HO2) - 481ASP(OD1) 9109 - 6148 0.0
9 667VDX(HO2) - 481ASP(0OD2) 9109 - 6149 0.3
10 667VDX(HO3) - 427TYR(OH) 9135 - 5258 0.1
11 667VDX(HO3) - 620GLY(O) 9135 - 8345 0.0
12 667VDX(HO3) - 625ASN(O) 9135 - 8413 5.1

Além disso, as simulagdes mostraram semelhangas nas interagdes hidrofobicas entre os
tipos de residuos de aminoacido preditos para PKC-VDX (frame 1,20 ns) quando comparados
a interacdo com VDR (receptor nuclear de vitamina D3) - VDX (c6digo PDB 2ZLC). Esses
aminoacidos preditos caracterizaram-se por dois residuos de leucina, dois residuos de valina,
um residuo de isoleucina e um residuos de tirosina (Fig. 29 A e Fig. 22).

Adicionalmente, as contribui¢cdes hidrofobicas preditas nas interagdes entre PKC-LUM
(Fig. 28 A) e PKC-VDX (Fig. 29 A) envolveram os mesmos tipos de residuos de aminoacidos
(asparagina, aspartato, glicina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, tirosina e valina). As
contribui¢des hidrofobicas dos complexos finais envolveram a maioria dos residuos de
aminoacido também preditos nos frames estudados para PKC - LUM (4,45 ns) e PKC - VDX
(1,20 ns) (Tabela 4; Fig. 31 E e F).

E importante ressaltar que na interacio PKC - VDX a ligagdo de hidrogénio envolvendo
o residuo de aminoacido Leu** (apolar) apresentou a segunda maior taxa de ocupacio (13,9%)
(Tabela 10). Embora a base de dados LigPlot" tenha representado apenas sua contribui¢do
hidrofébica no frame 1,20 ns (Fig. 29 A e B). Leu** e outros residuos de aminoacido adicionais
estabeleceram contribui¢des hidrofobicas que devem ser consideradas para a manutenciao do
complexo (Tabela 4).

Surpreendentemente, as interagdes preditas entre PKC - LUM ou PKC - VDX foram

quantitativamente diferentes. Como mencionado anteriormente, a presenga de um grupamento
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hidroxila adicional garantiu que o ligante VDX interagisse com um maior nimero de residuos
de aminoécido, quando comparado ao ligante LUM. No entanto, ambas as trajetdrias resultaram
em um pequeno deslocamento. De fato, os valores de RMSD foram muito préximos,
comparativamente (Fig 30). Provavelmente, devido ao fato de que residuos de aminoacidos
semelhantes estavam envolvidos em ambas as interagdes (Leu'?, Leu*®?, Val*?, Gly*?*, Met*"

and Phe®%%).

FIGURA 30 — Variagdo de RMSD predito entre PKC e os ligantes LUM ¢ VDX.
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Deve-se notar que nos frames estudados as posi¢des dos ligantes (LUM ou VDX) nao
ocuparam os locais de fosforilacdo em residuos de serina. Portanto, a interagdo de PKC com
LUM ou VDX provavelmente nao afetaria a atividade desta proteina fosfoquinase.

Cavidades sao formadas ap6s o dobramento da proteina PKC, nas quais os ligantes
podem interagir de acordo com as propriedades dos residuos de aminoacidos. As simulagdes de
DM resultaram em pontuagdes de drugabilidade semelhantes para as interagdes PKC - LUM
(frame 4,55 ns; score 0,84) e PKC - VDX (frame 1,20 ns; score 0,83) (Tabela 11). Além disso,
ambas as interagdes mostraram os ligantes totalmente inseridos na cavidade de maior afinidade
(P_1, PKC - LUM; P 0, PKC - VDX) (Fig. 31 A e B). Confirmando assim, que ambos os
ligantes sdo moléculas bioativas. Embora houvesse semelhancas em termos de composicao de
aminoacidos nessas cavidades, foi observado um maior numero de contribuigdes hidrofobicas
para o ligante VDX (67) conforme ilustrado na area de superficie hidrofobica (Fig. 31 E ¢ F;
Tabela 11). Conforme predito na composi¢ao de aminoacidos, o ligante VDX interage em locais
com menor nimero de residuos negativos (0,11) quando comparado ao LUM (0,17). Isto pode

ser devido a possibilidade de protonacao dos trés grupamentos hidroxila (Tabela 11).
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FIGURA 31 — Cavidades preditas pela ProteinsPlus entre A) PKC - LUM e B) PKC - VDX.
Superficies eletrostaticas preditas para C) PKC - LUM e D) PKC - VDX e superficies
hidrofobicas preditas para os complexos E) PKC — LUM (frame 4,45 ns) e PKC - VDX (frame
1,20 ns) por APBS/PDB2QR.

A) LUM (cinza), cavidade (lilas). B) VDX (cinza), cavidade (amarelo). C) e D) Regides com carga positiva (azul)
e regides com carga negativa (vermelho). E) e F) Regioes hidrofébicas (vermelho).

TABELA 11 — Cavidades preditas pela ProteinsPlus para as interagdes proteina-ligante.

Pocket
Interacdes ocke

rug imensdes escritores de grupos funcionais omposicdo de aminoacidos
(frame, ns) Di o D it d funcionai C icio d inoacid:
. Score)
Ligagdes de

Volume  Superficie  Profundidade hidrogénio Contribuigdes
A% (A A) hidrofébicas

Doadores  Aceptores

Apolar  Polar  Positivo  Negativo

PKC-LUM P 1

- 5 5 5

@55) 034y 67902 80354 21.02 15 21 54 052 024 007 0.17
PKC-VDX PO "

(1.20) o83 3005 104002 27.93 15 41 67 053 031 0.06 0.11

Em fun¢do da conformagdo estrutural, o ligante VDX apresenta maior niumero de
diedros rotaciondveis. Desta forma, este ligante pode interagir com maior nimero de residuos
de aminoacidos. Estes residuos apresentaram caracteristicas de energia de van der Waals e

energia eletrostatica que contribuiram para menor valor de energia molecular mecanica
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calculada (-132.074 + 16.512 kJ/mol) quando comparado ao ligante LUM (-119.007 + 17.509
kJ/mol) (Tabela 12).

TABELA 12 — Energias calculadas pelo GROMACS (AG SASA) e pelo método MMPBSA
para os complexos PKC — LUM e PKC — VDX.

Meédia £ erro padrdo

Complexo
proteina-ligante

Energia

(kJ/mol)

LUM

VDX

GROMACS

Energia livre de solvatacdo
SASA (AGsolv)

-69.851 + 7.067

-63.464 + 7.667

Energia Molecular
Mecénica da
Area de Superficie de
Poisson-Boltzmann -
MMPBSA

van der Waals
Electrostatica
Solvatacdo polar
Solvatagdo apolar SASA

Energia de ligagido
molecular mecénica

-198.866 + 12.267
-14.773 £ 9.263
116.678 +21.924

-22.047 +1.077

-119.007 + 17.509

-227.809 + 14.359
-38.627 + 14.630
158.962 + 18.777

-24.600 + 0.961

-132.074 £ 16.512

Molecules (Atoms )

o o Doador LUM LUM LYS?® VDX ARG’ VDX  ASN®
Ligagtes de hidrogénio oader @17) @38  (HzZ1) (HOD)  (Hl)  (HO3)  (D21)
preditas
Aceptor ASN® ASpP#1 LUM ASN3#68 VDX LEU® VDX
P (O) (OD2) (01) (OD1) (02) (O) (03)
Taxa de ocupagio (%) 9.0 0.6 0.5 19.0 17.5 16.4 15.1

Ainda que a diferenga para a energia molecular mecanica tenha sido pequena, nos dois
casos a energia calculada sugere que ambos os ligantes podem realmente interagir com a
proteina PKC durante todo o tempo da simulagdo (10 ns). Portanto, considerando a importancia
da PKC na ativagdo da via de sinalizagdo Ras-Raf-MEK-MAPK-ERK1/2, e tendo em mente
que os ensaios in vitro foram realizados com a 1,25-D3 (6-s-trans), que pode ser convertida na
forma 6-s-cis em questdo de milissegundos (HAUSSLER et al., 2011), esta ultima (6-s-cis)
poderia estar contribuindo para a resposta observada (Fig. 29 A e B; Fig. 30 A e B).

O frame escolhido para a andlise das interagdes entre PKC - LUM ficou dentro do
intervalo de 3 — 5 ns, pois a liga¢io de hidrogénio predita entre o ligante com o residuo (Asn®?)
com a maior taxa de ocupacdo foi observada neste intervalo (Tabela 12; Fig. 29 C). Cabe
destacar, que esta ligagcdo também foi predita no intervalo compreendido entre 8.0 ns e em torno
de 8.25 ns. No entanto, observou-se uma menor variagdo de RMSD do ligante LUM a partir do
tempo ao redor de 5 ns em diante (Fig. 31). Além disso, o menor valor de variagdao de energia
livre de solvatagao SASA (AGsolv) de LUM (-69,851 + 7,067 kJ / mol) comparativamente ao
VDX (-63,464 + 7,667 kJ / mol) (Fig. 33 C; Tabela 15) sugere que o carater hidrofobico

estrutural de LUM (Tabela 2) favoreceu sua permanéncia em uma cavidade de superficie mais
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hidrofobica (Fig. 32 E) constituida predominantemente por residuos apolares. Este fendmeno
se da principalmente em fung¢do do coeficiente de partigdo 6leo/agua do ligante LUM (LogP
5.61) comparativamente ao ligante VDX (LogP 5.03) (Tabela 2). Cabe destacar que a energia
livre de solvatagio SASA (Area de Superficie Acessivel ao Solvente) pode ser entendida como
a energia necessaria para mover uma molécula de um ambiente polar (aquoso) para um

ambiente ndo polar como no caso da regido da cavidade hidrofobica.

FIGURA 32 — Energias relacionadas a manutengao dos complexos PKC - ligantes preditas pelas
simula¢des de dindmica molecular.
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A) e B) Energia de van der Waals (preto), energia total (vermelho) e energia eletrostatica (verde). C) Energia livre
de solvatacdo SASA de LUM (azul) e VDX (preto).

As energias de contribui¢do de cada residuo do complexo PKC - LUM e PKC - VDX

no frame final estdo representadas na Figura 34.
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FIGURA 33 — Contribui¢ao dos residuos para a energia de ligagcdo entre A) PKC - LUM ¢ B)
PKC - VDX. Dinamica molecular visual entre C) PKC - LUM e D) PKC - VDX. Complexos
E) PKC - LUM e F) PKC - VDX preditos na DM.
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LUM e VDX mostraram o menor valor de energia de contribuicado (-92.7409 + 0.0828
kJ/mol e -101.2827 + 0.0988 kJ/mol, respectivamente), ambos representados em vermelho (Fig.
33 C e D). O complexo final PKC - LUM predisse os residuos de aminoacidos ndo polares
Met*’? Leu*® e Ile'?®. Esses residuos contribuiram para a energia de ligagdo com os menores
valores (- 6.135 kJ/mol, - 4.530 kJ/mol e - 4.011 kJ/mol, respectivamente). Como esperado,
nenhuma ligagio de hidrogénio foi predita entre LUM e os residuos Met*’?, Leu® e Ile!?¢ ao
longo do tempo de simulacdo (Tabela 4; Fig. 28 A e B). Da mesma forma, os residuos de

aminoécidos nio polares Ile'*

e Leu®®, também contribuiram para a energia de ligacdo no
complexo PKC - VDX com os menores valores (- 6.822 kJ/mol and - 6.156 kJ/mol,
respectivamente), além do residuo Phe®® (- 5.203 kJ/mol) todos representados em vermelho

claro. Adicionalmente, o residuo de aminoacido Leu** j4 havia sido predito e relacionado as
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contribuic¢des hidrofobicas nos frames analisados entre PKC - LUM (4.45 ns, Fig. 28 A) e PKC
- VDX (1.20 ns, Fig. 29 A). Entretanto, as contribui¢cdes hidrofobicas do residuo Ile!

apareceram somente no frame analisado entre PKC - VDX (1.20 ns, Fig. 29 A; Tabela 4).



100

6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a 1,25-D3, mas ndo o colecalciferol, preveniu a
resisténcia a insulina promovida pela dexametasona. Além disso, a 1,25-D3 participou da
manutenc¢do gradual e durabilidade prolongada da diminuig¢ao da glicemia de ratos resistentes
no teste de tolerancia a insulina. Ao contrério disto, o colecalciferol ndo melhorou o KTTI (%)
em ratos resistentes a insulina. Quando administrado por via intraperitoneal, o tratamento com
1,25-Ds3 a curto prazo foi rapidamente absorvido, mostrando a especificidade deste metabolito
em melhorar a glicemia e diminuir a resisténcia a insulina.

A resisténcia a insulina est4 associada a um processo inflamatdrio sist€émico do tecido
adiposo, musculo e figado e subsequente aumento da secre¢do de citocinas pro-inflamatorias
que contribuem para a apoptose ¢ disfuncdo das células [ pancreaticas
(KHODABANDEHLOO et al., 2016). Nesse contexto, foi descrito que a vitamina D3 suprime
a secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias e promove a liberacao de citocinas anti-inflamatorias,
protegendo as células B pancreaticas contra a apoptose (PITTAS et al., 2007).

De acordo com estudos anteriores, o presente estudo mostrou que o tratamento com
1,25-D3 diminuiu o contetdo de aminotransferases hepaticas (ALT e AST) (LORVAND
AMIRI et al., 2017; PAPAPOSTOLI; LAMMERT; STOKES, 2016), bem como, a atividade
da LDH (ZENG et al., 2017).

Aqui foi observado que ratos resistentes a insulina tratados com 1,25-D3 apresentaram
diminui¢cdo nas concentragdes plasmaticas de CT. Além disso, concentragdes elevadas de
vitamina D3 foram associadas a um perfil lipidico favoravel (JORDE; GRIMNES, 2011),
fornecendo evidéncia para um potencial marcador de saide cardiovascular (PONDA et al.,
2012).

O tratamento a curto prazo com 1,25-D3 manteve as concentragdes basais de calcio total,
porém, houve aumento nas concentragdes de calcio sérico nos animais resistentes a insulina e
a 1,25-Ds foi insuficiente para regular esse efeito. Considera-se que os valores de célcio sérico
e a resisténcia periférica a insulina estdo correlacionados e podem influenciar um ao outro
através de mecanismos fisiopatoldgicos e metabdlicos (SUN et al., 2005; WU et al., 2019).
Além disso, alteracdes no calcio intracelular podem interferir na secre¢ao de insulina nas células
B pancreaticas, que dependem do influxo de célcio através dos VDCC (HENQUIN, 2000).

Foi observado que no modelo in vitro, a 1,25-D3 (1 nM) estimulou a secre¢@o de insulina

estatica, pelas ilhotas pancreaticas isoladas de ratos, com um aumento de 75%. De acordo com
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esses dados, Kjalarsdottir et al. (KJALARSDOTTIR et al., 2019) revelaram, em um ensaio de
secre¢do de insulina estimulada por glicose (GSIS), que ilhotas de camundongos pré-tratadas
com 1,25-D3 (0,2 nM, 2 nM ou 20 nM) duplicaram a secrecao de insulina (KJALARSDOTTIR
et al., 2019). Além disso, outro estudo realizado em linhagem clonal de células  pancreaticas
de ratos, mostrou que a 1,25-D3 evocou oscilagdes no ([Ca’']i), independentemente da
concentragdo de glicose. A amplitude e a frequéncia das oscilacdes de célcio e as oscilagcdes de
liberacdo de insulina pulsatil foram proporcionais a concentragdo de 1,25-D3 (SERGEEV;
RHOTEN, 1995).

A partir dos resultados obtidos no teste de tolerancia a insulina, foi investigado o possivel
mecanismo de acdo da 1,25-Ds nas ilhotas pancredticas, através dos canais de cdlcio e potassio.
Estudos anteriores relatam que as agdes da 1,25-D3 (associado ao VDR) envolvem efeitos
genomicos ¢ efeitos ndo gendmicos, também chamados de respostas rapidas (MIZWICKI;
NORMAN, 2009). Estes efeitos rapidos sao descritos por regularem a fungao bioldgica celular,
interagindo potencialmente com outras cascatas de proteinas cinases e/ou com o nucleo da
célula, e controlando respostas gendmicas associadas a diferenciagdo e proliferacdao celular
(BERRY et al., 1996).

O influxo de célcio através dos VDCC, desempenha um papel importante no processo de
secrecao de insulina induzida por glicose, a partir das células  pancreéticas. Alteragdes na
concentragdo de calcio livre em diferentes compartimentos (citosol, reticulo endoplasmatico,
mitocondrias, aparato de Golgi, ntcleo, vesiculas secretoras, endossomos, lisossomos) sao
cruciais para o controle de varias fungdes celulares. Além disso, as alteragdes de calcio nos
compartimentos subcelulares controlam uma ampla variedade de processos, como metabolismo
celular, apoptose, expressdo génica, estresse de reticulo endoplasmatico (RE), e exocitose de
microvesiculas sinapticas ou vesiculas densas contendo insulina (GILON et al., 2014). O
tratamento in vitro com 1,25-D3 aumentou o influxo de **Ca**, exibindo uma resposta rapida
da célula a este evento. De acordo com estudos anteriores, o tratamento de células duodenais
isoladas de pintos (com suficiéncia de vitamina D3), apds 1 min de exposigdo a 1,25-D3 (130
pM), aumentou rapidamente o transporte de “°Ca®" acima dos valores basais (DE BOLAND;
NORMAN, 1990).

Aqui foi demonstrado a participagdo dos canais de K*-ATP no mecanismo de agio da

1,25-D3. Esses dados corroboram estudos anteriores, realizados em ilhotas pancredticas de
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ratos, em que a 1,25(OH)2lumisterols (um andlogo da 1,25-D3) nao foi suficiente para aumentar
a secrecdo de insulina na presen¢a de diazoxide, mesmo com estimulo de altas concentragdes
de glicose (KAJIKAWA et al., 1999). O controle da secre¢do de insulina pela glicose ¢
sustentado pela evidéncia do fechamento farmacoldgico dos canais de K'-ATP pelas
sulfonilureias hipoglicémicas (tolbutamida, gliclazida, glibenclamida) que estimulam a
secrecdo de insulina, mesmo na auséncia de uma concentracdo estimulatéria de glicose,
enquanto que a abertura desses canais (pelo diazoxide) impede a glicose de estimular a secre¢ao
de insulina pelas células 3 pancreaticas (GILON et al., 2014).

No presente estudo, a colchicina, um agente despolimerizante de microtabulos, foi
utilizada para verificar o papel da integridade do citoesqueleto na exocitose regulada de
vesiculas de insulina. As vesiculas de insulina sdo capazes de interagir com os microtubulos
como um guia para fornecer controle direcional a esse movimento (EASOM, 2000). Varios
estudos demonstraram que farmacos conhecidos por interferir na polimeriza¢ao da tubulina
(colchicina ou outros agentes despolimerizantes de microtiibulos) inibem a secrecao de insulina
de regides de pancreas de ratos, ilhotas isoladas ou pancreas perfundido (LACY; WALKER;
FINK, 1972; MALAISSE et al., 1971; VAN OBBERGHEN et al., 1973). A inibi¢do do efeito
estimulatério da 1,25-D3 no influxo de **Ca?" pela colchicina, evidencia que a integridade da
rede do citoesqueleto celular € crucial para todo o processo de exocitose regulada de vesiculas
secretorias de insulina mediado pela 1,25-Ds3 (WANG; THURMOND, 2009). A N-
etilmaleimida, um inibidor da fusdo vesicular, foi utilizada para verificar a etapa final da
exocitose regulada das vesiculas secretorias de insulina. No entanto, embora as proteinas
SNARE constituam a entidade catalitica necessaria para a fusdo de membrana, elas ndo sdo
suficientes para explicar a exocitose rapida dependente de calcio na maioria das células
secretoras. Além do complexo SNARE central, varias proteinas acessorias também estdo
implicadas na regulacdo do processo de fusdo das vesiculas de insulina (HOU; MIN; PESSIN,
2009). Esses relatos poderiam explicar o efeito estimulatorio da 1,25-Ds3 no influxo de ¥*Ca®",
sugerindo um papel desse composto na modulacao da fusdo de vesiculas secretorias de insulina
na exocitose regulada, mesmo com um aumento da concentracao de calcio citosolico nas ilhotas
pancreaticas isoladas, uma vez que a montagem do complexo SNARE nao depende apenas de
calcio para a fusdo de vesiculas (BRUNGER et al., 2018).

O referido estudo também mostrou a influéncia do calcio extracelular no mecanismo de
acdo da 1,25-D3 como um gatilho para a secre¢do de insulina, com o uso do nifedipino, um

bloqueador dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (L-VDCC). De acordo com
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esses dados, estudos anteriores descreveram sobre o envolvimento do calcio extracelular,
mediado pela ativagdo do L-VDCC, no mecanismo de ag¢do dos triterpenos 3f-hidroxihop-
22(29)eno (CASTRO et al., 2015b), acido betulinico (GOMES CASTRO et al., 2018) e fern-
9(11)-eno-2a,3B-diol (DA LUZ et al., 2016), em ilhotas pancredticas isoladas de ratos. Os
triterpenos tem um papel na regulacao da homeostase sérica da glicose, aumentando a secre¢ao
de insulina (secretagogo), assim como 1,25-D3, ou estimulando a captacdo de glicose nos
tecidos-alvo da insulina (insulinomimético) (GOMES CASTRO et al., 2014).

A influéncia do célcio dos estoques intracelulares no rapido influxo de calcio também foi
verificada apds a incuba¢do com 1,25-D3. Embora o influxo de célcio tenha aumentado quando
o célcio intracelular foi quelado pelo BAPTA-AM, ele nao modificou o efeito estimulatério da
1,25-D3 no influxo de célcio. Em contraste, o efeito agudo do triterpendide 3B-hidroxihop-
22(29)eno, que assim como a 1,25-D3, também ¢ derivado do esqualeno, induziu a secrecao de
insulina em ilhotas pancreaticas isoladas, acionando o influxo de célcio que foi regulado pela
concentragdo de calcio intracelular (CASTRO et al., 2015b). Entretanto, nossas descobertas
estdo alinhadas com o efeito de um derivado triterpendide, fern-9(11)-eno-2alfa,3-p-diol, em
que o efeito estimulatério na secre¢ao de insulina foi mediado por influxo de célcio ndo
relacionado ao célcio intracelular, onde a presenca de BAPTA-AM nao alterou a agdo desse
triterpeno no influxo de célcio em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos (DA LUZ et al., 2016).

O envolvimento do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), um importante reservatdrio
intracelular de calcio, também foi observado no efeito estimulatorio da 1,25-Ds. Quando o
transporte de célcio do citosol para o reticulo foi bloqueado pela tapsigargina, o influxo de
calcio diminuiu significativamente. A tapsigargina ¢ um mobilizador especifico das reservas de
calcio do RE e causa um aumento rapido e transitorio de célcio intracelular. O tratamento de
células de cancer de mama, MCF-7, com 1,25-D3 ou o analogo quimioterapéutico (EB 1089),
por 3-5 dias, promoveu aumento na liberagdo de reservas de calcio do RE (MATHIASEN et
al., 2002). Um aumento nos estoques de calcio do RE inibe uma corrente despolarizante operada
por estes estoques (SOC), envolvendo a justaposi¢do de canais STIM / Orai (seletivo para
calcio). As flutuagdes do SOC sdo possiveis durante as oscilagdes de calcio citosélico e podem,
assim, controlar o potencial de membrana e interferir na secre¢do de insulina pelas células

pancreaticas (GILON et al., 2014).
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De acordo com os dados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que a 1,25-D3 estimula o
influxo de célcio em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos, através dos VDCC e canais de K-
ATP, presentes na membrana plasmatica, bem como, a mobilizagdo de célcio dos estoques no
RE, através dos receptores de rianodina (RYR) e através do receptor inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3). De acordo com estes resultados, estudo anterior também mostrou a participagdo dos
receptores IP3 na regulacdo da secrecdo de insulina apds suplementacdo com vitamina D3
(JAYANARAYANAN et al., 2015).

Neste trabalho, também foi comprovado o envolvimento das vias de sinalizagdo de PKCs
convencionais dependentes de calcio no mecanismo de acao da 1,25-D3 no influxo de célcio.
Este pode ser um mecanismo de controle chave para esse processo, pois uma vez ativadas nas
células B, as PKCs convencionais (por estimulacdo da glicose quando DAG ¢ produzido pelo
influxo de célcio) sdo descritas por potencializar a secre¢do de insulina, aumentando a
sensibilidade ao calcio da maquinaria exocitdtica. Esse processo ocorre principalmente através
da reorganiza¢do da rede de actina cortical e, portanto, permite que mais granulos de insulina
se encaixem na membrana plasmatica, potencializando a liberacdo sustentada de insulina; e
através da fosforilacdo das proteinas exocitoticas muncl8, SNAP25 e sinaptotagmina, que
poderiam melhorar a adesao das vesiculas, fornecendo mais locais de adesdao ou aumentando a
afinidade das vesiculas com a membrana plasmatica. Além disso, a interacdo entre os L-VDCC
e os granulos de insulina também pode ser modulada por PKC. A modulag¢do desses canais
poderia fornecer um mecanismo direto para aumentar a resposta do calcio ao metabolismo da
glicose e consequentemente aumentar a resposta exocitotica (TREXLER; TARASKA, 2017).
A PKA também estd envolvida no mecanismo de a¢do da 1,25-D3 em células pancreaticas
isoladas, 0 uso de um inibidor da proteina cinase dependente de AMP ciclico (AMPc),
comprovou esta conclusdo. Os resultados aqui apresentados corroboram com estudos
anteriores, que indicaram que a 1,25-Ds3, via fosforilagao da PKA, estimula o influxo de célcio,
através dos canais de calcio, em cardiomidcitos de camundongos (DELGADO et al., 2017b) e
no cortex cerebral de ratos (ZANATTA et al., 2012). Em células  pancredticas, a PKA facilita
o acoplamento das vesiculas de insulina e a ativagdo da exocitose, por fosforilagdo do complexo
SNARE e de proteinas associadas a este evento (CHHEDA et al., 2001). Além disso, a PKA
fosforila K'-ATP para reduzir a atividade dos canais de K'-ATP, e contribuir para a
despolarizagdo da membrana plasmatica e abertura dos VDCC (TENGHOLM, 2012).

A via de sinalizagdo ativada por mitogeno MAPK/ERK 1/2 possui importante papel no

mecanismo de acao da 1,25-Ds. Neste contexto, a 1,25-D3 € descrita por inibir a fosforilagao e
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consequentemente a via MAPK/ERK1/2, evitando assim, principalmente processos
inflamatorios e apoptoticos em diferentes tecidos (CHOI et al., 2013; DING; WILDING; BING,
2013; EL-MANSI; AL-KAHTANI, 2019; HUANG et al., 2015). Quando MAPK ¢ fosforilada,
¢ direcionada ao ambiente nuclear e, por sua vez, fosforila fatores de transcri¢do, designados
como efetores a jusante, resultando na regulacdo de genes especificos (SCHWARTZ et al.,
2001). No presente estudo, o tratamento in vitro com 1,25-D3 apresentou efeito estimulatorio
na fosforilagao e ativacdo de proteinas pertencentes a via MAPK/ERK 1/2. Semelhante a estes
dados, estudo anterior mostrou que o hormonio induziu uma rapida fosforilagao e ativacao da
ERK 1/2 em células de Sertoli de ratos, apoiando o envolvimento desta proteina cinase no
mecanismo de acao da 1,25-Ds. O efeito estimulatorio da 1,25-D3 na fosforilagao da ERK 1/2
corrobora uma conexao intracelular entre o rapido influxo de célcio a atividade nuclear
(ROSSO et al., 2012). Além disso, Schwartz et al. (SCHWARTZ et al., 2002) demonstraram
que a 1,25-D3 estimula atividade especifica das MAPKSs em células da zona de crescimento de
condrocitos devido a ativagdo da ERK 1/2, envolvendo fosforilagdo rapida. A 1,25-D3 aumenta
a atividade da MAPK via PLC e aumenta a producdo de prostaglandinas, regulando a fisiologia
da zona de crescimento dos condrécitos por meio de vias rapidas de sinalizagdo mediadas por
membrana (SCHWARTZ et al., 2002). Estudos anteriores indicam que a 1,25-D3 atua através
da via MAPK, influenciando a sintese proteica no tecido muscular esquelético, principalmente
no aumento da expressao de transportadores GLUT4 (GOMES CASTRO et al., 2014).

Em resumo, a despolarizagdo da membrana plasmatica € necessaria para o aumento
do influxo de calcio e secrecdo de insulina, mediados pela 1,25-Ds. Estes resultados sugerem
que o efeito secretagogo da 1,25-D3 ¢ dependente do aumento no influxo de célcio,
principalmente pelos VDCC, canais de K*-Ca?" e canais de K'-ATP, mas também com a
participagdo dos receptores RYR e IP3, PKA e PKCs convencionais na sua via de sinalizagao.
Além disso, o envolvimento dos canais de K* sensiveis ao TEA na fase de repolarizagdo do
potencial de membrana vincula a acdo da 1,25-D3 na exocitose regulada das vesiculas de
insulina, acoplada a répida resposta ao influxo de célcio, também mediada pela ativagdo da via
de sinalizagdo MAPK/ERK 1/2.

Os compostos LUM e VDX foram avaliados de acordo com as predigdes ADMET
através das plataformas SwissADME e ADMETLab. Como esperado, as propriedades fisico-

quimicas e farmacocinéticas preditas foram semelhantes aos dados relatados quando um
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software equivalente foi aplicado (DEB; REEVES; LAFORTUNE, 2020). A importancia das
propriedades fisico-quimicas e caracteristicas estruturais de um composto reflete no controle
do metabolismo. Além disso, esses parametros também afetam o transporte das moléculas VDX
e LUM através das membranas plasmaticas. E importante ressaltar que eles refletem em
parametros farmacocinéticos, como a concentracao plasmatica e a meia-vida do farmaco (GAD,
2008). Curiosamente, embora a molécula ja seja usada clinicamente por décadas, informagdes
relativas as propriedades fisico-quimicas dos derivados da vitamina D3 ainda sdo limitados na
literatura.

O perfil ADMET mostrou semelhangas entre os ligantes LUM e VDX. No entanto, ¢
importante destacar que o grupo hidroxila adicional em VDX permitiu um maior nimero de
interagdes com diferentes residuos nas proteinas estudadas. De acordo com as predigdes fisico-
quimicas, ambos os ligantes participaram como doadores e também como aceptores. Além
disso, LUM e VDX se situaram dentro da pontuagdo aceitavel de semelhanca a farmaco.

As redes de parceiras fisiologicas sdo importantes pois representam visualmente uma
vasta gama de interagdes complexas relacionadas a varias entidades distintas. Estes dados vém
de redes geradas pela base de dados STRING com pontuagdes combinadas baseadas em niveis
de confianga ja publicados (SZKLARCZYK et al., 2015, 2021). Como esperado, as proteinas
estudadas (ERp57 e PKC) foram confirmadas computacionalmente como parceiras fisiologicas.
De fato, as mais altas pontuacdes (scores) combinadas foram preditas para ERK1/2 ¢ PKC.
Além disso, o tratamento in vitro de ilhotas pancreaticas isoladas com 1,25-D3 aumentou a
cascata de sinalizacdo e fosforilacdo da proteina MAPK/ERK1/2 provavelmente de maneira
dependente de PKC, conforme j4 relatado.

Os resultados das simulagdes de dinamica molecular predisseram interagdes e energias
relacionadas que confirmaram a estabilidade dos complexos estudados. Além disso, as ligagdes
de hidrogénio entre proteina-ligante e as contribui¢des hidrofobicas mantiveram a estabilidade
de cada complexo. Esses resultados refletiram em uma ligeira variagao dos valores RMSD
preditos durante as simulagdes computacionais. Ambas as estruturas de ligantes interagiram
com residuos de proteinas de acordo com o potencial eletrostatico calculado e superficies
hidrofébicas. Conforme predito in silico, o receptor ERpS57 apresentou maior nimero de
interacoes com o isomero 6-s-cis (LUM), confirmando a especificidade desta molécula
apontada na literatura. Embora os resultados das simula¢des confirmem que a ERp57 também

pode interagir com o isdbmero 6-s-trans (VDX).
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As predigdes in silico mostraram que a ligagdo da 1,25-D3 com a ERp57 e,
subsequentemente com a PKC, pode ativar a via de sinalizagdo MAPK/ERK1/2. Além disso,
esta via de sinalizacdo pode modular a transcricdo / expressdo génica, incluindo o gene da
insulina (KHOO et al., 2003). Coletivamente, os efeitos da 1,25-Ds relacionados a via da
MAPK, podem levar a regulacdo a jusante ou a montante dos genes responsaveis pela
sobrevivéncia das células B (Costes et al. 2006). Alternativamente, a via MAPK/ERK1/2 esta
associada a proliferagdo celular, diferenciacdo, migracdo, senescéncia e apoptose (Sun et al.
2015). Assim, esta via poderia apontar conexdes importantes com o metabolismo da vitamina
D, uma vez que alguns efeitos da 1,25-D3 sdo mediados por ERK1/2 ativada dependente de
PKC (Schwartz et al. 2001b). Além disso, a PKC também pode ser ativada pela 1,25-D3
(Doroudi, Schwartz e Boyan 2015). Outros estudos mostraram que a intera¢ao da 1,25-D3 com
mVDR medeia a ativagdo de PKC. Finalmente, a ativagdo de PKC depende da produgdo de
diacilglicerol (DAG) dependente da fosfolipase C (PLC). Este mecanismo por tras da 1,25-D3
também pode aumentar a atividade da via MAPK (Schwartz et al. 2002).

Deve-se notar que PKC pode iniciar uma cascata de fosforilagdo, resultando na ativacao
de MAPK e na modulacdo subsequente da expressao génica (Schwartz et al. 2002). Assim, sob
o estimulo 1,25-D3, uma fosforilagao sequencial das proteinas MAPK permite que elas entrem
no ambiente nuclear. Entdo, essas proteinas agem como fatores de transcricdo resultando na
modulagdo de genes especificos (Schwartz et al. 2001b).

Os dados preditos neste estudo foram consistentes com as respostas nao gendmicas
suportadas pela forma ativa da vitamina D3 (1,25-D3) se ligando ao receptor associado a
membrana ERp57 em ambas as conformacdes 6-s-cis (LUM), bem como, 6-s-trans (VDX) para
desencadear a ativagdo de proteinas a jusante, como PKC, e contribuindo para a sobrevivéncia

das células f.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo foi mostrado que o tratamento a curto prazo (5 dias) com 1,25-D3, mas nao
com o colecalciferol, diminuiu a resisténcia a insulina induzida pela dexametasona em ratos. O
tratamento com 1,25-D3 melhorou o perfil de enzimas hepéticas, lipidios e calcio sérico,
sugerindo efeito protetor da 1,25-Ds, principalmente no figado. Além disso, a 1,25-D3
estimulou a exocitose regulada para secre¢do de insulina em uma abordagem in vitro,
estabelecendo o papel de secretagogo, juntamente com efeito estimulatdrio na ativagao da via
MAPK/ERK1/2, sugerindo o envolvimento dessas proteinas no mecanismo de agdo da 1,25-
Ds. Estes resultados sugerem que o efeito estimulatorio da 1,25-D3 na secre¢do de insulina
envolve a ativacdo dos canais VDCC do tipo L, K'-ATP e K*-Ca?" que desencadeiam o
aumento da despolarizagdo celular e do célcio citosélico. Estas alteragdes idnicas também
envolvem a participagdo do calcio intracelular dos estoques que levam a ativacdo a jusante de
PKC e PKA. A exocitose regulada de vesiculas secretorias de insulina representa uma nova via
de sinalizagdo da 1,25-D3 mediada por proteinas do citoesqueleto e do complexo SNARE, que
orientam o trafego vesicular e catalisam a fusao vesicular na membrana plasmatica. Além disso,
apdés aumento abrupto intracelular de calcio e secrecdo de insulina, a ativa¢ao adicional dos
canais de Kv pode ser crucial para a repolarizagao celular. Em resumo, estes resultados apontam
um conjunto de proteinas e canais como alvos potenciais que sustentam o uso da vitamina D3,
para a terapia do diabetes e/ou resisténcia a insulina em um futuro préximo.

Este trabalho sustenta que as proteinas estudadas in silico (ERp57 e PKC) e 1,25-Ds
obtiveram interacdes energéticas favoraveis. Além disso, a estabilidade dos complexos
proteina-ligante se refletiu na menor variacdo dos valores RMSD preditos durante as
simulagdes computacionais. Tais descobertas provavelmente refletem a ocorréncia do
complexo ERp57-1,25-Ds3 nas células B pancreaticas. Assim, este receptor poderia iniciar a via
relacionada com respostas intracelulares rapidas, ativando alvos a jusante. Além disso, durante
esta cascata de sinalizagdo, a 1,25-D3 pode interagir com a PKC como predito in silico. Esses
achados tedricos podem explicar a transdu¢@o de sinal amplificada e o aumento da ativacao da
proteina MAPK/ERK /2 por meio da fosforilagdo. Ao todo, esses resultados podem refletir na

secrecao de insulina de forma direta ou indireta.
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FIGURA 34 - Mecanismo de acdo proposto para 1,25-D3 no influxo de calcio, nas células 3
pancredticas, que desencadeiam a exocitose regulada das vesiculas de insulina e a secre¢ao
hormonal.
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A vitamina D3 (25-D3) € convertida endogenamente em 1,25-Ds pelas enzimas o-hidroxilases. A 1,25-D3 se liga
a proteina de ligagdo VDR (associado ao caveolac de membrana ou citoplasmatico) e entra na célula B pancreatica
para gerar os efeitos gendmicos (respostas lentas) e ndo genomicos (respostas rapidas). A 1,25-D; estimula a
secre¢do de insulina através da influéncia em diferentes canais, modulando o influxo de calcio ¢ a concentragao
de célcio intracelular. A 1,25-Ds atua no bloqueio dos canais de K"-ATP, aumentando a carga positiva no interior
da célula, gerando diferenca de potencial elétrico e a despolariza¢do da membrana plasmatica. Com isso, os canais
VDCC ou L-VDCC sao ativados e se abrem para permitir a entrada de célcio para o interior da célula. A 1,25-D;
também atua inibindo os canais K*-Ca?" e no aumento do calcio intracelular. O aumento abrupto de célcio, assim
como a 1,25-Dj3, ativam a bomba SERCA, mobilizando a concentracdo de calcio dos estoques do reticulo, via
receptores de rianodina (RYR) e receptores IP3; (IP3R). O aumento de calcio intracelular leva a mobilizagdo de
vesiculas secretorias contendo granulos de insulina, que serdo encaminhas aos sitios exocitdticos também através
dos microtubulos. Na membrana plasmatica essas vesiculas se aderem e se fundem, com auxilio das proteinas
SNARES, que permitiram que ocorresse o processo de exocitose ¢ a liberagdo dos granulos de insulina. A 1,25-D;
também ativa PKA e PKC que atuam fosforilando e ativando proteinas SNAREs. PKA ativada também atua na
fosforilagdo e bloqueio dos canais de K*™-ATP, contribuindo para a despolarizagdo da membrana plasmatica e
abertura dos VDCC. Apds o evento exocitdtico, a 1,25-Ds atua na repolarizagdo celular, ativando os canais Kv, e
permitindo a saida de carga positiva do interior da célula. 1,25-Ds fosforila e ativa a via de sinalizagdo
MAPK/ERK1/2, que por sua vez, ird atuar no nucleo regulando genes responsdveis pela diferenciagdo e
crescimento celular.

Fonte: O Autor.
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FIGURA 35 — Interacdes preditas entre os ligantes LUM (1,25-D3 conformagao 6-s-cis) e VDX
(1,25-D3 conformacgao 6-s-trans) e as proteinas ERp57 e PKC que contribuem para a ativagao
da via de sinalizagdo MAPK/ERK1/2.
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A 1,25-Ds3 na conformagdo 6-s-cis (LUM) ou 6-s-trans (VDX) interage com o receptor ERp57 localizado nas
caveolaes da membrana plasmatica das células B pancredticas. Esta interagdo € capaz de ativar algumas vias de
sinalizagdo intracelulares através de segundos mensageiros, dentre eles a PKC. A 1,25-D3; também pode interagir
com a PKC no ambiente intracelular e ativar a cascata de sinalizagdo da via MAPK/ERK1/2 através de
fosforilagdes subsequentes. Esta sinalizagdo ¢ direcionada ao ambiente nuclear da célula e ativa vias
transcricionais, dentre elas, do gene da insulina. Estas vias moduladas por ERK1/2 também atuam na proliferagdo
celular, diferenciacdo, migracdo, senescéncia e apoptose, que contribuem para a sobrevida das células B
pancreaticas.

Fonte: O Autor.
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Abstract

Vitamin Dy is associated with improvements in insulin resistance and glycemia. In this study, we investigated the short-term effect of 1«,25(0H), Vi-
tamin D; {1,25-D3) and cholecalciferol (vitamin D;) on the glycemia and insulin sensitivity of control and dexamethasone-induced insulin-resistance rats.
45Ca’* influx responses to 1,25-D3 and its role in insulin secretion were investigated in isolated pancreatic islets from control rats. In vivo, 5 d treatment
with 1,25-D; (ip.) prevented insulin resistance in dexamethasone-treated rats. Treatment with 1,25-D; improved the activities of hepatic enzymes, serum
lipids and calcium concentrations in insulin-resistant rats. 25-D; {0.g.) does not affect insulin resistance. In pancreatic islets, 1,25-D increased insulin se-
cretion and stimulated rapid response %°Ca?t influx. The stimulatory effect of 1,25-D3 on %°Ca?* influx was decreased by diazoxide, apamine, thapsigargin,
dantrolene, 2-APB, nifedipine, TEA, PKA, PKC, and cytoskeleton inhibitor, while it was increased by glibenclamide and N-ethylmaleimide. The stimulatory
effect of 1,25-D; on “Ca** influx involves the activation of L-type VDCC, K*-ATP, K*-Ca?*- and Kv channels, which augment cytosolic calcium. These ionic
changes mobilize calcium from stores and downstream activation of PKC, PKA tethering vesicle traffic and fusion at the plasma membrane for insulin secre-
tion. This is the first study highlighting the unprecedented role of 1,25-D; (short-term effect) in the regulation of glucose homeostasis and on prevention
of insulin resistance. Furthermore, this study shows the intracellular S-cell signal transduction of 1,25-D; through the modulation of pivotal ionic channels
and proteins exhibiting a coordinated exocytosis of vesicles for insulin secretion.
© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: 1c,25(0H), Vitamin Dj; Calcium; Hyperglycemia; Type 2 Diabetes; Pancreatic S-cell.

1. Introduction Numerous studies have demonstrated that vitamin D3 has ben-

eficial effects on several metabolic diseases, especially in insulin

Vitamin D3 comprises a family of fat-soluble molecules, named
secosteroids [1]. Vitamin D3 can be obtained exogenously (10-
20%), from the diet, or endogenously (80-90%) from the skin,
through sunlight exposure [2,3]. 1¢,25(0H), Vitamin Dy (1,25-D3)
is the most active metabolite of vitamin D3 and acts by the inter-
action with the nuclear vitamin D receptor (VDR) [4].

resistance (IR) and type Il diabetes meliitus (T2DM) [5-7]. T2DM
is @ metabolic condition mainly characterized by hyperglycemia,
due to impaired insulin action and secretion through pancreatic
B-cell dysfunction [8]. In T2DM occurs a reduction in 8-cell mass,
as well as, failure in intracellular signaling mechanisms, namely in
ATP | Ca’t signaling [9]. Previous studics have shown that vita-

Abbreviations: 1-25-D3, 1-25(0H), Vitamin Ds; 25-D3, cholecalciferol; TEA, tetraethylammonium; 2-APB, 2-aminoethoxydiphenyl borate; IR, insulin re-
sistance; PKA, protein kinase A; PKC, protein kinase C; L-type VDCC, voltage-dependent calcium channel L-type; K~-ATP, ATP-dependent potassium channel;
Kt-Ca2t, calcium-dependent potassium channel; Kv, voltage-dependent potassium channel; SNAREs, N-ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein
receptor.

* Corresponding author at: Fitima Regina Silva, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Universitirio, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Bairro
Trindade, 88040-900 Florianépolis, Santa Catarina, Brazil. Phone: +55 (48) 37216912; Fax.: +55 (48) 37219692.
E-mail address: mena.barreto@ufsc.br (FR.M.B. Silva).

https:/{doi.org10.1016/j.jnuthio.2021.108864
0955-2863/€ 2021 Llsevier Inc. All rights reserved,
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Prosseguir com os estudos de simula¢do de docking e dindmica molecular para a
proteina L-VDCC (canal de célcio dependente de voltagem do tipo L) e os ligantes LUM
e VDX, afim de identificar sitios de interacdo, cavidades, residuos de aminoacidos e
energias envolvidas nas interagdes proteina-ligantes;

e Utilizar novas bases de dados e softwares que permitirdo a otimizagdo de moléculas e
melhor qualidade de anélise das simulacdes in silico;

e (Quantificar, pela técnica de Western Blotting, as proteinas VAMP 1/2/3, caveolinal e
proteinas envolvidas na apoptose e proliferacao celular, afim de caracterizar o efeito
pro-apoptdtico e anti-proliferativo da 1,25-D3, em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos,
tratados ou nao (controle) com 1,25-Ds in vivo;

e Estudar o papel da 1,25-D3 no metabolismo mitocondrial de ilhotas pancreaticas
isoladas de ratos.

e C(Caracterizar o envolvimento i6nico nas vias de sinalizacdo da 1,25-D3 nas células 3

pancredticas e que culminam na secrecdo de insulina através da técnica de patch clamp.
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