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RESUMO

O diabetes mellitus € um dos grandes problemas modernos de saude publica no mundo; a busca
por novas terapias ou adjuvantes que possam ajudar no seu controle é essencial. Entre 0s
muitos fatores envolvidos na progressdo da doenca, o estresse de RE € de grande relevancia na
progressao da disfuncdo das células beta pancreaticas. O TUDCA ¢é capaz de minimizar este
estresse, mas seus mecanismos de acdo ainda ndo sdao completamente compreendidos. Neste
trabalho, estudamos o possivel papel da FAK, uma proteina de adeséo focal, nesse mecanismo.
Realizamos os experimentos em linhagem de célula beta INS-1E que foram divididas em trés
grupos: submetidas a nenhum tratamento (Controle), ao Palmitato (0.5mM/24h) ou ao
Palmitato + TUDCA (100uM/24h). Submetemos estas células adicionalmente ao knockdown
da FAK por siRNA especifico ou inibidor farmacolégico Y15, bem como a incubagdo com
inibidores especificos para os trés principais receptores do TUDCA: a5pB1-integrina, TGR5 e
S1PR2. O TUDCA se mostrou capaz de minimizar o estresse de RE nessas células, reduzindo
0 conteldo proteico de um marcador de estresse de RE, o ATF4, quando comparados ao grupo
que foi exposto apenas ao palmitato. Essa capacidade, porém, foi perdida quando células foram
submetidas ao knockdown da FAK ou aos inibidores dos trés receptores. Além disso, 0
palmitato levou a um aumento da secrecdo de insulina, o que foi normalizado pelo tratamento
com TUDCA, no entanto em condi¢do de knockdown da FAK essa capacidade de normalizar a
secrecdo foi abolida. Portanto, nossos resultados indicam que a FAK parece ser um elemento
importante do mecanismo de acdo do TUDCA em mitigar o estresse de RE e promover a
normalizacdo da secrecdo de insulina em células beta pancreéaticas, com a FAK possivelmente
agindo como um elemento comum pelo qual os trés receptores convergem. Essa melhor
compreensdo acerca dos efeitos do TUDCA pode ajudar a viabilizar novas perspectivas de

tratamento contra a disfuncéo de célula beta pancreéticas.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is one of the great modern public health challenges in the world; the search for
new therapies or adjuvants that can help control it is essential. Amidst the many factors involved in
the progression of the disease, endoplasmic reticulum stress is of great relevance in the progression
of the disfunction of pancreatic beta cells. TUDCA is capable of minimizing that stress, but its
mechanisms of action are not still fully understood. In this work, we studied the possible role of
FAK, a focal adhesion protein, in this mechanism. We performed our experiments in INS-1E
pancreatic beta cell line, divided in three groups: Those subjected to no treatment (Control),
exposed to Palmitate (0.5mM/24h) or Palmitate + TUDCA (100uM/24h). We subjected these cells
additionally to knockdown of FAK by specific sSiRNA or Y15 pharmacological inhibitor, as well as
incubation with inhibitors for the three TUDCA receptors: a5B1-integrin, TGR5 and S1PR2.
TUDCA was capable of minimizing endoplasmic reticulum stress in these cells, reducing the
protein content of a stress marker, ATF4, when compared to the groups exposed solely to Palmitate.
This capacity, however, was lost when cells were subjected to knockdown of FAK, or the inhibitors
of the three receptors. Besides that, Palmitate led to an increase in insulin secretion, which was
normalized by TUDCA treatment; however, in the condition of FAK knockdown, this ability was
abolished. Therefore, our results indicate that FAK seems to be an important element of the
mechanism of action of TUDCA in mitigating endoplasmic reticulum stress and promoting the
normalization of insulin secretion in pancreatic beta cells, with FAK possibly acting as a common
element through which signaling of all three receptors converge. This better comprehension of
TUDCA effects can help make viable new perspectives of treatment against pancreatic beta cell

dysfunction.
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1. Introducgéo
O diabetes mellitus é um dos grandes desafios de saude publica do mundo moderno. A

doenca afeta aproximadamente 9,3% da populacdo global [1], gerando gastos na esfera
publica e privada, além de comprometer significativamente a qualidade de vida dos
individuos afetados. Além disso, ha expectativa de crescimento dessa prevaléncia projetada
tanto para 2030 e 2045 [1]. Portanto, o esforco em compreender a fisiopatologia da doenca e
buscar por novos tratamentos ou adjuvantes terapéuticos € de grande interesse publico.

O diabetes é uma doencga multifatorial, e complexa tanto em termos de origem quanto de
progressdo. O diabetes mellitus € possui dois principais tipos, ainda que ndo os unicos. O
diabetes mellitus tipo 1 é compreendido como uma doenga autoimune, que resulta na
destruicdo significativa de células beta pancreéticas, responsaveis pela producéo e liberacao
de insulina [2], apesar de fatores ambientais também serem discutidos na sua patogénese. O
diabetes mellitus tipo 2, por sua vez, tem uma fisiopatologia que envolve tanto fatores
genéticos gquanto ambientais, mas que podem ser resumidos a dois pilares sinérgicos: o
comprometimento da capacidade do pancreas em secretar insulina (processo conhecido como
disfuncdo de células beta pancreéticas), e o comprometimento da capacidade dos tecidos
periféricos utilizarem corretamente a insulina produzida (processo conhecido como
resisténcia a insulina) [3].

A disfuncdo de células beta pancreéticas €, por si s6, outro assunto complexo. Ela envolve
comprometimentos funcionais que podem ser induzidos por uma miriade de fatores que
resultam em uma reducdo ou perda da capacidade normal de producdo de insulina dessas
células, bem como a perda de massa total dessas células através de sua morte [4]. Inflamacao
e estresse oxidativo sdo elementos classicos que promovem essa disfungdo [4], mas ndo 0s
Unicos.

O estresse de reticulo endoplasmatico (RE) também se destaca como um elemento
importante da progressdo da disfuncdo de células beta pancreaticas no diabetes mellitus.
Primeiramente, o funcionamento adequado do reticulo endoplasmatico é essencial para a
sintese correta da insulina, uma vez que é onde a pré-proinsulina é processada [5]. Além
disso, o estresse de reticulo tem h& muito tempo sido estudado devido a sua relagdo com a
manutencdo da saude celular [6]. Diversas condi¢Ges do metabolismo celular podem levar ao
seu surgimento, seja através de um aumento da demanda de enovelamento de proteinas no
reticulo, ou pelo comprometimento da sua capacidade, mas o resultado eventualmente é o

mesmo: um acumulo de proteinas mal enoveladas no lumen da organela [6].
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Esse acimulo deflagra a chamada Resposta a Proteinas Mal Enoveladas (conhecida pela
sigla em inglés UPR, Unfolded Protein Response). A UPR, inicialmente, auxilia a célula a
lidar com o estresse e retornar a uma situacdo de normalidade; porém, se mantida de maneira
cronica ou exacerbada, esta mesma resposta deflagra a acdo de elementos pré-apoptéticos,
direcionando a célula para a morte [7]. Assim, a UPR — e por consequéncia, 0 estresse de
reticulo em si — contribuem para a disfuncao de células beta pancreaticas e, portanto, para a
progressao do diabetes [7].

A UPR possui trés ramos principais — os ramos da PERK, IRE1 e ATF6 (Figura
Suplementar 1) [8]. O ramo da PERK leva & uma reducdo da traducdo proteica, dando um
“descanso” para o reticulo endoplasmatico, mediado pela fosforilagio da elF2a [9]. A
ativacdo da IRE1 promove a degradacdo de RNAm, também contribuindo para que o reticulo
tenha uma demanda menor de trabalho enquanto lida com o estresse, além de promover o
splicing da XBP1, gerando a XBP1s que atua como um fator de transcricdo, promovendo a
transcricdo de genes que favorecem a capacidade do RE desempenhar suas fungdes [7]. O
ATF6, por fim, é translocado ao complexo de golgi e clivado, gerando um fator de
transcricdo que leva a um aumento da producdo de chaperonas, visando auxiliar o reticulo a
aumentar sua capacidade de lidar com a carga de proteinas a serem corretamente enoveladas
e processadas [7]. Porém, a permanéncia dessas respostas pode levar a morte celular; a
ativacdo continua do ramo da PERK resulta na producdo de CHOP, importante fator pro-
apoptético. A IREL, por sua vez, é capaz de ativar a JNK, que também ativa vias de morte

celular [7].
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Figura Suplementar 1. llustragdo dos trés bracos da UPR e suas consequéncias. Ramos sdo iniciados pela
dissociagdo da ligacdo da BiP com os fatores de iniciagdo Atf6, PERK e IRE1. O ramo da ATF6 consiste em sua
internalizagdo, clivagem no complexo de golgi, resultando em um fragmento capaz de agir como fator de
transcricdo. O ramo da PERK envolve sua dimerizacdo e fosforilagdo, que leva a fosforilagdo de pelF2a e
subsequente producdo de ATF4, transcricdo génica e producdo de CHOP. O ramo da IRE1 também envolve
dimerizagdo e fosforilagdo, levando ao processamento do RNA da XBP1 e producdo da XBP1ls, capaz de
modular a transcri¢do de diversos genes envolvidos na resposta. Créditos da figura: [8]

Portanto, substancias capazes de intervir sobre o estresse de RE tem despertado interesse
como possiveis adjuvantes terapéuticos. Uma que tem se destacado nesse sentido é o Acido
Tauroursodeoxicélico (TUDCA). A capacidade do TUDCA em minimizar o estresse de
reticulo j& foi amplamente documentada na literatura, e em diversos tipos celulares [10, 11]
bem como em estudos in vivo [12]. Crucialmente, j& foi demonstrado que o TUDCA ¢é capaz
de reduzir o estresse de RE em células beta pancredticas [13, 14], e trazer beneficios
funcionais, preservando sua capacidade de secretar insulina [14], bem como promover a
sobrevivéncia dessas células como decorréncia desse efeito [13].

Porém, ainda ha muitas questbes em aberto sobre os mecanismos de sinalizacéo
envolvidos na agdo do TUDCA. Recentemente, revisamos 0 assunto em um artigo que aborda
o papel dos receptores do TUDCA na célula beta pancreéatica [15]. O TUDCA age através de

trés receptores principais — TGRS, SIPR2, e a5B1-integrina. Existem evidéncias escassas de
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que uma interacdo com o receptor intracelular FXR também seja possivel, mas o0s
mecanismos dessa interacdo, e se ela é tecido-especifica ou universal, ainda ndo estdo
totalmente elucidados [15]. Os receptores do TUDCA ainda sdo muito pouco estudados,
principalmente na celula beta, especificamente; das evidéncias atualmente disponiveis, o
TGRS parece ter uma importancia principalmente para a secrec¢do de insulina [15]. O receptor
S1PR2, por sua vez, possui um efeito curioso e até mesmo um tanto paradoxal, pois a
literatura aponta que sua inibicdo tem resultados anti-apoptéticos [15]. Por fim, receptores de
B1-integrina, no geral, sdo muito importantes para a funcdo da célula beta pancreética, e para
a sua sobrevivéncia, mas h& uma caréncia de estudos sobre os receptores a5p1
especificamente, ou sobre a interacdo do TUDCA com eles na célula beta [15]. aSB1-
integrinas sdo particularmente interessantes dentro deste assunto pois sua interacdo €, até
onde se descobriu até o0 momento, especifica para 0 TUDCA, e ndo para &cidos biliares em
geral como € o caso dos receptores TGR5 e S1PR2 [16]. Um estudo em hepatécitos indicou
que a internalizacdo do TUDCA talvez seja necessaria para sua ativacdo, mas essa
possibilidade ainda precisa ser mais estudada [15]. Esses receptores compartilham diversos
elementos downstream em comum, como as vias da ERK1/2 e a via da Akt, que possuem
papéis bem documentados na funcéo e sobrevivéncia de células beta pancreéticas [15]
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Figura Suplementar 2. llustracdo dos receptores do TUDCA e suas principais funces e vias de sinalizacdo na
célula beta pancredtica. TUDCA age majoritariamente através dos receptores TGRS, SIPR2 e a5B1-integrina.
Na célula beta pancreatica, 0 TGR5 parece ter uma importante fungdo na secrecdo de insulina. A inibicdo do
receptor SIPR2 parece ser positiva para a sobrevivéncia celular. E o a5p1-integrina ainda precisa ser estudado,
mas sabe-se que Bl-integrinas sdo essenciais para a sobrevivéncia e funcdo de células beta pancreéticas.
Creéditos da figura: [15]

No esforco de entender melhor a sinalizagdo do TUDCA, o passo natural é observar
elementos downstream — comprovados ou supostos — desses receptores. E, nesse sentido,
voltamos nossa atencdo e interesse para a Quinase de Adesdo Focal (FAK). A FAK é uma
tirosina quinase, e € a efetora imediata de receptores de integrina (como o mencionado a5p31),

com um papel central na ades&o celular — processo essencial para o funcionamento de varios
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tecidos do organismo [17]. Estruturalmente, a FAK possui um dominio FERM em sua porg¢éo
n-terminal, um dominio quinase no centro de sua estrutura, e um dominio ndo quinase
composto de duas regides ricas em prolina e uma regido C-terminal de ligacdo com adesfes
focais [18]. Apds ativacdo de receptores de integrina, a FAK é autofosforilada em seu residuo
tirosina 397 (tyr397); esse processo permite a ligagdo de proteinas com um dominio SH2,
como as Src quinases [18]. Este processo também permite a interacdo da PI3K com a FAK. A
ligacdo da Src cria um complexo FAK-Src Quinase que interage com diversos efetores
downstream [18]. A src também fosforila outros sitios da FAK, como os residuos Tyr576 e
Tyr577 do dominio quinase da FAK, aumentando sua atividade catalitica [19]. O dominio
ndo quinase, especificamente a regido FAT (Focal Adhesion Targeting), é responsavel por
localizar e direcionar a FAK para regifes de adesdo focal dentro da célula. [19]. Um mutante
natural da FAK funcional é composto por apenas esse dominio, sem a regido quinase; ele é
expresso por um promotor génico especifico, e regula a atividade da FAK ao competir com a
versdo funcional pela localizacdo em regides de adesao focal [19].

Ja é fato bem estabelecido que a FAK possui papel importante na secre¢do de insulina;
estudos de 2012 j& indicavam um aumento da fosforilagdo da mesma em células beta
estimuladas por glicose, e que sua inibicdo prejudica a secregdo de insulina [20].
Crucialmente, a FAK coordena diversos elementos do citoesqueleto para possibilitar a
secrecdo de insulina ap6s estimulo de glicose [21]. Por exemplo, a fusdo de granulos de
insulina @ membrana — processo necessario para sua exocitose — é ativado por sinalizacdo via
integrinas, e a FAK é apontada como uma ‘“reguladora mestre” desse processo de
posicionamento dos elementos necessarios para a secrecdo ocorrer [21].

Considerando que o TUDCA interage com um receptor de integrina, e que esses
receptores sinalizam via FAK, seria de se esperar que existissem estudos associando os dois
elementos. E, de fato, existem evidéncias do TUDCA levando a fosforilagdo da FAK e
efeitos downstream em hepatdcitos [22], mas ndo, ao nosso conhecimento, em células beta
pancreaticas. Outra evidéncia tedrica de uma possivel relacao entre estes dois elementos sao
as vias de sinalizacdo que compartilham; a FAK também possui importante relagdo com a
ativacdo das vias da ERK1/2 [23] e da Akt [24], por exemplo, que como mencionado
anteriormente séo vias importantes pelas quais o TUDCA parece agir.

Assim, decidimos estudar o possivel papel da FAK e do receptor a5B1-integrina no
mecanismo de acdo do TUDCA em células beta pancreticas, buscando entender qual
impacto sua inibicdo teria sobre a capacidade do TUDCA em melhorar o estado destas
ceélulas frente a um quadro de estresse de RE, para compreender melhor o funcionamento do

TUDCA como possivel adjuvante terapéutico. Nossos resultados indicaram que o knockown
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da FAK, e a inibicdo do receptor a5Bl-integrina, resultaram em uma perturbagdo da
capacidade do TUDCA em mitigar a inducdo do estresse de RE pela exposicdo ao palmitato
in vitro, apontando para um papel desses elementos no mecanismo de acdo do TUDCA na

celula beta pancreética.

2. Materiais e Métodos

2.1. Cultura de células INS-1E
Linhagens de células beta de rato, INS-1E, gentilmente cedidos pelo Prof Dr Wolheim

(Center Medical Universitaire, Geneva, Switzerland), foram mantidas em cultura (37°C, 5%
C02), em meio RPMI-1640 (Corning) contendo 11 mM de glicose e suplementado com 5%
de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de
piruvato de sodio e 50 pmol/ml de mercaptoetanol. Células foram divididas em quatro grupos
de tratamento: Controle (C), submetidas apenas a tratamento com veiculo quando apropriado;
Palmitato (P) tratadas com 0,5 mM de Palmitato por 24h; e Palmitato + TUDCA (T), tratadas
com tratadas com 0,5 mM de Palmitato e 100 uM de TUDCA por 24h. Células foram
coletadas em Laemmli (composto de Tris HCL 1M, SDS, glicerol, beta-mercaptoetanol,

bromofenol e agua miliQ) e o extrato foi utilizado para realizacdo dos experimentos.

2.2 Inibicéo da expressdo da FAK por siRNA
Células INS-1E foram semeadas em placas com 96 ou 24 pocos, dependendo do

experimento. Quando a confluéncia adequada foi atingida, seguiu-se a transfeccdo utilizando
a Lipofectamina RNAiIMax (Invitrogen) seguindo as especificacbes do fabricante. Foram
utilizados 100 nM de siRNA (Dharmacon) por poc¢o, contendo 4 sequéncias contra a FAK. O
volume final de transfecgéo por pogo foi de 100 ou 250 pl de meio de cultivo, dependendo da
placa (Optmem + RPMI 1640 com 10% FBS). No dia seguinte, o meio foi retirado e
substituido por volume habitual de meio RPMI 1640; as células descansaram por 24h, entdo
foram coletadas (dependendo do experimento) ou tratadas conforme descrito acima. As
células foram avaliadas quanto a eficiéncia da inibicdo da FAK bem como da modulagdo das

proteinas da UPR através de Western Blotting, apds 36 h da transfeccao.

2.3 Inibidores Farmacoldgicos
Nos experimentos aplicaveis, inibidores farmacoldgicos para a FAK (Y15, SML0837 —

Sigma Aldrich) e para os receptores a5p1-integrina (ATN-161, SML2079, Sigma Aldrich),
TGR5 (NF449, 480420-10MG, Sigma Aldrich) e S1PR2 (JTE-013, J4080-5MG, Sigma

Aldrich) foram acrescentados diretamente ao meio de cultura RPMI 1640 (ou diluido em
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DMSO, no caso do JTE-013) na concentragdo de 10 uM por 24h em adicdo aos tratamentos

previamente mencionados.

2.4 Western Blotting
Extratos proteicos de células INS-1E tratadas com os tratamentos delineados acima foram

coletadas em Tampé&o de Laemmli contendo DTT e incubadas a 100°C por 5 min e aplicadas
em gel para eletroforese. Ap6s a eletroforese, as amostras foram transferidas para uma
membrana de PVDF (BioRad) com tampao de transferéncia. Apods bloqueio (5% de albumina
bovina) as proteinas de interesse foram detectadas com anticorpo especifico, seguida de
incubacdo com anticorpo secundario contendo peroxidase (HRP) e, finalmente, com
reagentes de quimioluminescéncia. As imagens foram capturadas em fotodocumentador
(Amersham™ Imager 600, Life Sciences) e a intensidade e quantificacdo das bandas foram
medidas por densitometria (ImageJ, Bethesda, USA), sendo os valores das bandas
normalizados pelos valores de densitometria do controle interno Tubulina ou GAPDH.
Anticorpos: pFAK — Santa Cruz, SC-11765; Thermo Fischer, 44625G; FAK total — Santa
Cruz, SC-558; ATF4 - Cell Signaling, CS-11815; pelF2a - Santa Cruz, SC-12412; BIiP -
Santa Cruz, SC-13968; PDX1 — Cell Signaling, D59H3; Bax — Cell Signaling, #2772;
GAPDH — Cell Signaling, 14C10, Tubulina — Santa Cruz, SC-5286.

2.5 PCR Quantitativo Relativo
Foi realizada a extracdo de RNA das células INS-1E tratadas com veiculo, Palmitato ou

Palmitato + TUDCA, transfectadas com siRNA ou ndo, submetidas aos inibidores
farmacoldgicos ou ndo, conforme apropriado. As amostras de RNA das células foram obtidas
através do uso do kit RNeasy (Qiagen), de acordo com instrucdes do fabricante. O RNA
obtido foi convertido em cDNA utilizando-se o kit High Capacity (Applied Biosystems), de
acordo com manual do fabricante. Em seguida, 2,0 uL o cDNA foi aplicado em placa de 96
pocos, bem como SYBR green mix (Applied Biosystems), de modo a obter a quantificacdo
relativa de cDNA ao final do PCR quantitativo. A amplificagcdo foi ainda normalizada pelo
controle interno HPRT, e a expresséo génica relativa foi determinada utilizando o método de
2-AACT [25]. As reacdes foram realizadas de acordo com o manual do fabricante (Fast 7500,
Applied Biosystems). Primers: ATF4 (F. GTTGGTCAGTGCCTCAGACA; R:
CATTCGAAACAGAGCATCGA), INS2 (F: ATCCTCTGGGAGCCCCGC; R:
AGAGAGCTTCCACCAAG), HPRT (F: TCCTCATGGACTGATTATGGACA; R:
TAATCCAGCAGGTCAGCAAAGA).
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2.6 HO-PI
Para avaliar a sobrevivéncia das células INS-1E tratadas com TUDCA, as celulas foram
expostas aos tratamentos delineados anteriormente. Apds o tratamento, as células foram
incubadas por 15 minutos com 1 mg/ml de Hoechst 33342 (HO) e 1 mg/ml de lodeto de
Propidio (PI) e a leitura e analise da placa foi realizada pelo ImageXpress Micro Confocal

High-Content Imaging System — Molecular Devices.

2.7 Estresse Oxidativo por sonda DHE
Placas contendo células INS-1E foram submetidas aos tratamentos previamente

delineados, e incubadas com 10 puM de sonda dihydroethidium (DHE) em solucdo de Krebs-
bicarbonato (KBR; (in mmol/L) 115 NaCl, 5 KCI, 2.56 CaCl2, 1 MgCI2, 10 NaHCO3, 15
HEPES), suplementado com 0.3% BSA, equilibrada com uma mistura 95% 02/5% CO2, pH
7.4; a incubacdo foi realizada por 30 minutos a 37°C. Amostras foram lidas em
espectrofotdmetro em excitagcdo 518 nm e emissdo 606 nm. A quantificacdo de células totais
foi utilizada para normalizacéo do resultado, que foi obtida através de incubacdo das células
com solucdo de 1:1000 Hoescht diluido em PBS, a leitura foi realizada nos espectros

excitacdo 350 nm e emissédo 461 nm.

2.8 Secrecdo Estatica de Insulina
Células INS-1E foram submetidas aos tratamentos previamente delineados, e foram

incubadas por 1h em solucdo de Krebs-bicarbonato (KBR; (in mmol/L) 115 NaCl, 5 KClI,
2.56 CaCl2, 1 MgCl2, 10 NaHCO3, 15 HEPES), suplementado com 0.3% BSA, equilibrada
com uma mistura 95% 02/5% CO2, pH 7.4, sem glicose. Apls este periodo de pré-
incubacdo, foram tratadas com solucdo Krebs-bicarbonato suplementada com 2.8 ou 22.2
mM de glicose. Apos 1h de incubacdo, solucdo foi armazenada em -20°C até utilizacdo para
quantificacdo por kit de ELISA conforme instrucdes do fabricante (EZRMI-13K, Merck
Milipore).

2.9 Andlise Estatistica
Foram utilizados o teste One-Way ANOVA com pds-teste de Tukey para avaliacdo de

experimentos envolvendo trés ou mais grupos, e teste T-Student para a comparacao de dois
grupos. Os testes utilizados estdo indicados na legenda das figuras. Foram considerados

significativos resultados com p<0,05.
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3. Resultados

3.1. TUDCA é Capaz de Mitigar a Expressdo de Marcadores de Estresse de RE
Induzidos por Palmitato em Células INS1-E, Mas N&o é Capaz de Prevenir sua
Apoptose

Realizamos a técnica de HOPI para investigar a capacidade do TUDCA em minimizar a
apoptose das células INS-1E. Em nossas condi¢cBes experimentais, observamos que o0
TUDCA ndo foi capaz de minimizar a apoptose em células expostas ao palmitato (Fig. 1B,
1C). Um achado interessante, porém, foi o do impacto do knockdown da FAK sobre a
apoptose; quando inibimos a FAK através do uso de um siRNA especifico (SiF), observamos
um aumento significativo da apoptose (Figura 1C), reforcando o papel da FAK na
sobrevivéncia de células beta pancreéaticas conforme ja reportado.

Nos dedicamos entdo a entender melhor os mecanismos envolvidos nesta apoptose e
possiveis efeitos do TUDCA. Uma avaliacdo de producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) revelou que ndo houve aumento desta producédo pela exposi¢do ao palmitato em nosso
modelo experimental, e o tratamento com TUDCA também néo levou a alteracdes relevantes
neste parametro (Figura 1D).

Avaliamos, entdo, marcadores de estresse de RE. O tratamento com palmitato (grupo P)
aumentou significativamente (p<0.05) o contedo proteico de ATF4 (Fig. 1E) e de pelF2a
(Fig. 1F). Nos grupos T, observamos que o conteudo de ATF4 foi normalizado, retornando a
valores significativamente menores do que no grupo P, e semelhantes ao grupo C. O
tratamento concomitante com TUDCA junto do palmitato ndo foi capaz de reduzir
significativamente o conteudo de pelF2a, em comparagdo com 0 grupo P, apresentando
apenas uma tendéncia ndo significativa a reducdo. Porém, também ndo apresentou um
aumento significativo em comparacdo ao grupo C, apesar da exposicdo ao palmitato no
grupo. Considerando ambos os marcadores juntos, concluimos que o palmitato foi eficaz em
induzir o estresse de RE, e o tratamento concomitante com TUDCA foi capaz de mitiga-lo,

em nossas condi¢cdes experimentais.
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Figura 1. Analise de Apoptose e Sobrevivéncia, Estresse Oxidativo, e Estresse de Reticulo em Células Beta
INS-1E Expostas ao Palmitato e Tratadas com TUDCA. Analise de apoptose por HOPI (A-C), Estresse
Oxidativo por sonda DHE (D), analise da expressdo proteica de marcadores de estresse de reticulo por Western-
Blot (E, F). Grupos: C = Controle; P = Palmitato (0,5 mM); T = Palmitato (0,5 mM) + TUDCA (100 uM).
Resultados apresentados como média dos grupos + desvio padrdo. Estatistica realizada por One-Way ANOVA.
* = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05); # = Diferenga estatisticamente significativa vs
Grupo P (p<0,05). N experimental varidvel por experimento (3-6). SiC = tratamento com SiRNA controle,

scramble; SiF = Knockdown da FAK por tratamento com SiRNA.

3.2 O Knockdown da FAK Perturba a Agéo do TUDCA Sobre o Estresse de RE em

Celulas INS1-E
Para avaliar o possivel papel da FAK sobre as acBes do TUDCA, repetimos o0s

tratamentos em duas condigdes experimentais distintas, tratando as células com um siRNA
scramble, utilizado como condicéo controle, e um siRNA especifico contra a FAK, no intuito
de contrastar como esse knockdown iria interferir no perfil de agdo do TUDCA sobre diversos

parametros.
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Validamos o funcionamento do siRNA através de uma avaliacdo de conteudo total de
FAK; o tratamento com o siRNA promoveu um knockdown de cerca de 57% deste conteudo
(Fig. 2A). Ainda avaliando a FAK, observamos que, nos grupos tratados com o SiRNA
scramble (SiC), o TUDCA promoveu uma fosforilagdo significativa da FAK (Fig 2B); esse
aumento de fosforilacdo ndo pode ser explicado por um aumento no conteudo total de FAK,
uma vez que ele ndo diferiu entre os tratamentos (Fig 2C). Isso corrobora a hipotese de que o
TUDCA desempenhe parte de seus efeitos através da ativacdo da FAK, promovendo a

fosforilagdo da proteina.
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Figura 2. Analise da eficiéncia de knockdown da FAK induzido por siRNA especifico (A) e expressao proteica
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de FAK fosforilada (B) ou total (C) de células submetidas a exposi¢do ao Palmitato com ou sem tratamento com
TUDCA. Grupos: C = Controle; P = Palmitato (0,5 mM); T = Palmitato (0,5 mM) + TUDCA (100 uM).
Resultados apresentados como média dos grupos + desvio padrdo. Estatistica realizada por Teste T (A) ou One-
Way ANOVA (B, C). * = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05). N experimental variavel
por experimento (3-6).

Replicamos a avaliagdo de marcadores de estresse de RE, buscando validar a eficacia do
TUDCA em atenuar esta condi¢cdo. Observamos que a exposi¢do ao palmitato nos grupos
submetidos ao SiC levou a um aumento significativo no conteldo proteico dos trés
marcadores de estresse de RE estudados (ATF4, pelF2a e BiP) (Figs. 3A, 3B e 3C), bem
como um aumento no contetdo génico do ATF4 (Fig. 3D). Quando tratados com 0 TUDCA,
0 conteudo proteico da ATF4 foi normalizado, apresentando valores estatisticamente
diferentes do grupo P, e semelhantes aos do grupo controle. Para os contetdos proteicos de
pelF2a ¢ BiP, bem como o contetddo génico da ATF4, os grupos tratados com TUDCA néo
apresentaram uma reducédo significativa quando comparado ao grupo P, mas também néo
apresentaram um aumento significativo quando comparados ao grupo Controle. Portanto, o
TUDCA parece ter apresentado um efeito significativo em mitigar o estabelecimento do
estresse de RE, pelo menos em relacdo ao conteddo proteico da ATF4.

A seqguir, replicamos os mesmos tratamentos, porém submetendo as células a um
knockdown da FAK induzido por siRNA especifico (SiF). Nessa condic¢ao, observamos que o
palmitato foi novamente capaz de induzir estresse de RE, indicado pelos aumentos
significativos de ATF4 e pelF2a no grupo P, em nossas condigdes experimentais (Figs. 3E,
3F). Porém, ao avaliar os efeitos do tratamento concomitante com TUDCA, nos grupos T
nesses experimentos, observamos que a capacidade do TUDCA em mitigar alteracGes
significativas dos marcadores foi perturbada, indicando um possivel papel da FAK nos
efeitos do TUDCA; os grupos T submetidos ao knockdown apresentaram um aumento
significativo de ATF4 e pelF2o (Figs. 3E, 3F), diferente do que foi observado nos
experimentos com o SiC (Figs. 3A, 3B); para o caso da pelF2a, mesmo a tendéncia ndo
significativa a reducéo foi perdida, com seus valores diferindo significativamente do grupo C.
Apesar das alteragdes observadas no contetido proteico, o conteddo génico da ATF4 néo foi
alterado em nenhum dos tratamentos, sob a condi¢do de knockdown da FAK (Fig. 3H).

Por fim, para complementar esta abordagem, também realizamos uma inibig¢&o
farmacologica da FAK com um tratamento concomitante com 10 puM do inibidor Y15. O Y15
é um inibidor farmacoldgico capaz de impedir a autofosforilagdo de FAK em tyr397 e,

portanto, comprometer o seu funcionamento [26].
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Repetimos os tratamentos com as células expostas a esse inibidor; observamos que o
palmitato foi novamente capaz de induzir um aumento significativo de marcadores de
estresse de RE — especificamente, ATF4 (Fig. 3G) e BIiP (Fig. 31). Nao observamos
diferencas entre os tratamentos para o contetdo proteico de pelF2a (Figura 3H). Quanto ao
efeito do TUDCA sob essa condicdo de inibi¢do farmacoldgica da FAK, observamos que o
TUDCA perdeu sua capacidade de reduzir a expressdo de ATF4 de maneira significativa
quando comparada ao grupo P (Fig. 3G), diferente do observado nos experimentos com o
controle SiC (Fig. 3A). A expressao da BiP também permaneceu em valores intermediarios,
ndo aumentando significativamente o estresse comparado com o grupo C ou reduzindo
significativamente comparado ao P, 0 mesmo padrdo observado no experimento com o SiC
(Fig. 3I).

Tomando todas essas observagfes em conjunto, concluimos que o TUDCA promoveu um
efeito benéfico sobre o estresse de RE em nossas células, exemplificado principalmente pela
sua reducdo significativa do contetdo proteico da ATF4, em compara¢do aos grupos expostos
apenas ao palmitato. Essa capacidade, porém, foi consideravelmente perturbada pelo
knockdown da FAK e pelo tratamento com o inibidor Y15, sugerindo uma participacéo da
FAK nos mecanismos de mitigacdo do TUDCA sobre o estresse de RE em células beta

pancreaticas.
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Figura 3. Andlise da expressdo de marcadores de estresse de reticulo por Western-Blot (A-C, E-G, I-K) e
Expresséo Génica (D, H) por RT-qPCR de células submetidas a exposi¢do ao Palmitato com ou sem tratamento
com TUDCA, na presenca ou auséncia da FAK. Condig¢des: SiC = Transfeccdo com um siRNA scramble, néo-
especifico (A-C); SiF = Silenciamento da FAK por siRNA especifico (D-F); Y15 = Tratamento com inibidor
farmacologico especifico para a FAK (G-1). Grupos: C = Controle; P = Palmitato (0,5 mM); T = Palmitato (0,5
mM) + TUDCA 100 uM. Resultados apresentados como média dos grupos + desvio padrdo. Estatistica
realizada por One-Way ANOVA. * = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05); # =

Diferenga estatisticamente significativa vs Grupo P (p<0,05). N experimental varidvel por experimento (3-6).

Também avaliamos marcadores de apoptose (Bax) e funcdo de célula beta pancreatica
(PDX1). Observamos que a exposi¢do ao palmitato resultou em um aumento significativo da
do contetdo proteico da Bax (Fig. 4A) e uma reducéo significativa do conteudo proteico do
PDX1 (Fig 4B). O tratamento com TUDCA impediu um alteracdes significativas quando
comparado ao controle, mas ndo promoveu uma melhora significativa quando comparada ao

palmitato.
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Ao realizarmos o knockdown da FAK, porém, ndo observamos uma replicacdo deste
comportamento nos grupos P, que ndo diferiram dos grupos T significativamente (Fig. 4C,
4D). Observamos, porém, que o conteudo proteico de PDX1 apresentou uma reducédo
significativa no grupo T dos experimentos de knockdown da FAK (Fig 2M), que néo foi

observada no experimento com o SiC (Fig. 4B).
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Figura 4. Andlise da expressao proteica de marcadores de apoptose (A, C) e funcionais (B, D) por Western-Blot
de células submetidas & exposi¢do ao Palmitato com ou sem tratamento com TUDCA, na presenca ou auséncia
da FAK. Condigdes: SiC = Transfec¢do com um siRNA scramble, ndo-especifico (A, B); SiF = Silenciamento
da FAK por siRNA especifico (C, D). Grupos: C = Controle; P = Palmitato (0,5 mM); T = Palmitato (0,5 mM) +

TUDCA 100 pM. Resultados apresentados como média dos grupos + desvio padrdo. Estatistica realizada por
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One-Way ANOVA. * = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05). N experimental variavel

por grupo (5-6).

3.3 Inibicio do Receptor a5p1-integrina Perturba a A¢do do TUDCA sobre o
Estresse de RE
Avaliamos o impacto da inibigdo do receptor a5p1-integrina, para reforcar o possivel

papel da FAK, bem como apontar o papel especifico deste receptor na resposta do TUDCA
em células beta pancreéticas.

Para isso, utilizamos o inibidor especifico ATN-161, que é capaz de se ligar ao dominio
B1 e manter a molécula em uma conformacdo inativa, impedindo assim sua funcdo, bem
como sua capacidade de interferir na ligagdo da a5p1-integrina com a fibronectina atraves da
interferéncia da ligacdo da integrina na regido PHSRN da fibronectina [27]. Observamos que
a exposicdo ao ATN-161 (10uM, 24h), nas condicGes apresentadas, promoveu uma reducao
significativa na fosforilacdo da FAK (Fig 5A), validando o seu funcionamento. Avaliamos
entdo os efeitos do tratamento do TUDCA sob esta condicdo de inibi¢cdo. Observamos que,
novamente, o palmitato foi capaz de induzir o estresse de RE, levando a um aumento
significativo do contetdo proteico de ATF4 (Fig. 5B), pelF2a (Fig. 5C) e BiP (Fig. 5D). O
conteudo génico de ATF4 ndo aumentou significativamente pela exposicdo ao palmitato (Fig.
5E). Também observamos uma reducéo significativa na expressdo de PDX1 (Fig. 5G). Estes
resultados foram compativeis com o observado nos grupos SiC (Fig. 3A-C); a excegdo foi o
contetido proteico da Bax, que ndo apresentou alteracdo neste experimento em nenhum dos
grupos (Fig. 5F).

O tratamento com TUDCA na presenca do ATN-161 ndo foi capaz de reduzir o conteudo
proteico de ATF4 em comparacdo ao grupo P, diferente dos experimentos com o SiC onde
ele foi capaz de mitigar esse aumento. JA o conteldo de pelF2a e BiP (Fig 5C, 5D) se
mostrou significativamente elevada mesmo nos grupos T, perdendo mesmo as tendéncias
ndo-significativas a reducdo observadas anteriormente (Fig 3B, 3C). A expressdo génica de
ATF4 aumentou significativamente no tratamento com TUDCA (Fig. 5E), diferente do
observado no grupo SiC (Fig 3D). O PDX1 apresentou 0 mesmo comportamento dos grupos
SiC, com uma reducéo significativa induzida pela exposicéo ao palmitato, e o tratamento com
TUDCA apresentando uma tendéncia ao aumento, sem diferir significativamente tanto dos
grupos P ou C.

Portanto, tal qual o knockdown da FAK, a inibi¢do farmacologica do receptor a5p1-
integrina perturbou a capacidade do TUDCA em minimizar as alteragcdes induzidas pela
exposicdo ao palmitato, indicando que este receptor deve ser importante no mecanismo de
acdo do TUDCA.
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Figura 5. Andlise da expressdo proteica de FAK fosforilada (A), marcadores de estresse de reticulo (B-D),
apoptose (E) e funcionais (F) por Western-Blot e Expressdo Génica por RT-gPCR (E) de células submetidas a
exposi¢do ao Palmitato, com ou sem tratamento com TUDCA, e inibigdo do receptor do receptor a5p1-integrina
por tratamento com inibidor farmacolégico especifico ATN-161. Grupos: C = Controle; P = Palmitato (0,5
mM); T = Palmitato (0,5 mM) + TUDCA 100 uM. Resultados apresentados como média dos grupos + desvio
padrdo. Estatistica realizada por Teste T (A) ou One-Way ANOVA (B-G). Resultados apresentados como média
dos grupos = desvio padrdo. * = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05). N experimental

variavel por experimento (3-6).
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3.4 A Inibicgéo dos receptores TGR5 ou S1PR2 Perturba a Capacidade do TUDCA
em Mitigar o Estresse de RE, e a Capacidade do TUDCA em Fosforilar a FAK.
Também avaliamos o impacto da inibicdo dos receptores TGR5 e S1PR2, receptores mais

classicamente estudados como efetores da sinalizagdo de &cidos biliares, mas cujos dados em
células beta pancreaticas, principalmente no contexto de acdo do TUDCA, sdo escassos [15].
Utilizamos os inibidores NF449 (inibidor do TGR5) e JTE-013 (Inibidor do S1PR2) para
avaliar o impacto da inibicdo desses receptores sobre a acdo do TUDCA no nosso modelo
experimental.

Sob ambas as condic¢des de inibigdo dos receptores, 0 TUDCA ndo induziu a fosforilagdo
da FAK, como observamos anteriormente nos experimentos com o SiC (Fig 2B). Isso pode
ser um indicativo de que esses receptores também convergem via FAK e apresentam uma
importancia pra acdo do TUDCA mediada por esta proteina.

Avaliando os marcadores de estresse de RE, a inibi¢do do receptor TGR5 levou a uma
reducdo na capacidade do TUDCA em mitigar o estresse de RE induzido pelo palmitato,
observado pela perda da capacidade de reverter o aumento do ATF4 (Fig 6C), apresentando
apenas uma tendéncia ndo significativa a melhora, diferente do observado nos experimentos
com o SiC (Fig 3A). Ndo observamos uma indugdo da pelF2a pelo palmitato (Fig 6D), e
observamos uma inducdo da expressdo da BiP que ndo foi minimizada pelo tratamento com
TUDCA (Fig 6E); mesmo a tendéncia a melhora observada anteriormente (Fig 3C) foi
perdida, com o grupo T diferindo significativamente do grupo Controle.

Para a inibicdo do S1PR2, observamos um efeito similar; a exposi¢cdo ao palmitato
induziu um aumento de ATF4 (Fig 6F) e pelF2a (Fig 6G), que nao foi reduzido pelo
tratamento com TUDCA. De fato, para o ATF4, o grupo T diferiu significativamente do
grupo Controle, sem mesmo uma tendéncia nao significativa a melhora, diferindo do
observado nos experimentos com o SiC (Fig 3A).

Levados em conjunto, os resultados indicam que a sinaliza¢do dos dois receptores parece
ser essencial para a acdo do TUDCA contra o estresse de RE em nossas condicdes
experimentais, e possivelmente a FAK possa ser um elemento convergente da sinalizacéo de

todos eles.
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Figura 6. Andlise da expressdo proteica de FAK fosforilada (A, B) e marcadores de estresse de reticulo (C-H)
por Western Blot de células expostas ao Palmitato, com ou sem tratamento com TUDCA, e inibicdo dos
receptores TGR5 ou S1PR2 por tratamento com inibidor farmacolégico NF499 (Inibidor do TGR5, A, C-E) ou
JTE-013 (Inibidor do S1PR2, B, F-H). Grupos: C = Controle; P = Palmitato (0,5 mM); T = Palmitato (0,5 mM)

+ TUDCA 100 uM. Resultados apresentados como média dos grupos + desvio padrao. Estatistica realizada por
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One-Way ANOVA. * = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05); # = Diferenca

estatisticamente significativa vs Grupo P (p<0,05). N experimental varidvel por experimento (3-5).

3.5 TUDCA E Capaz de Normalizar Alteracdes na Secrec¢édo de Insulina Induzidas
pelo Palmitato, mas Essa Capacidade é Perdida com o knockdown da FAK
Em busca de compreender melhor o contexto funcional das células beta sob as condicdes

experimentais estudadas, realizamos uma avaliacdo da secrecdo estatica de insulina, bem
como observamos o conteudo do gene Ins2, um dos responsaveis pela expressao da insulina
nessas celulas.

NOs observamos que, como esperado, uma exposicdo das ceélulas a uma concentracédo
maior de glicose levou a um aumento da secrecdo de insulina, indicando um funcionamento
normal das células nesse aspecto (Fig 7A). Assim, avaliamos o perfil secretério dessas
células apds exposicdo a alta concentracdo de glicose, para verificar como a exposi¢do ao
palmitato e o tratamento com TUDCA afetaria sua funcéo secretoria.

Observamos que a exposicdo ao palmitato levou a um aumento significativo da secrecéo
de insulina (Fig. 7B); o tratamento com o TUDCA levou a uma redugéo significativa desse
aumento, diferindo do grupo P e semelhante ao grupo C. No grupo submetido ao knockdown
da FAK (SiF), observamos novamente um aumento significativo da secrecdo induzido pelo
palmitato, e esse aumento ndo foi normalizado pelo tratamento com TUDCA (Fig. 7C),
indicando uma perturbacdo da acdo do TUDCA sobre aspectos funcionais da célula beta em
situacdo de knockdown da FAK.

O conteudo do gene da insulina, Ins2 ndo apresentou diferenca estatistica em nenhum dos
grupos (Fig 7D). Ja na condicdo de knockdown da FAK, observamos uma reducdo
significativa da expressdo génica do Ins2 tanto nos grupos P e T (Fig. 7E). Isso indica uma
piora funcional dessas células com a remocéo da FAK.
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Figura 7. Anélise da Secre¢do de Insulina (A-D) por imunoensaio ELISA e expressdo do gene Ins2 (E-F) por
RT-qPCR de células submetidas a exposicdo ao Palmitato com ou sem tratamento com TUDCA, na presenca ou
auséncia da FAK. Condic@es: SiF = Silenciamento da FAK por siRNA especifico (C, E). Grupos: C = Controle;
P = Palmitato (0,5 mM); T = Palmitato (0,5 mM) + TUDCA 100 pM. Resultados apresentados como média dos
grupos + desvio padrdo. Estatistica realizada por Teste T (A) ou One-Way ANOVA (B-E). * = Diferenca
estatisticamente significativa vs Grupo C (p<0,05); # = Diferenca estatisticamente significativa vs Grupo P

(p<0,05). N experimental varidvel por experimento (3-5).
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4. Discussao

No presente estudo, buscamos investigar o possivel papel da FAK nos mecanismos de
acdo do TUDCA de forma a expandir o entendimento do funcionamento desta molécula e dos
elementos envolvidos na disfuncdo de células beta pancreéticas, de forma a possibilitar a
procura de novos adjuvantes terapéuticos para o diabetes mellitus.

Nossos experimentos indicaram que o TUDCA foi capaz de mitigar o estabelecimento de
estresse de RE em células expostas ao palmitato, principalmente em relacdo aos seus efeitos
sobre a expressdo de ATF4. Este achado é consistente com a literatura [10-12]. A novidade
relevante do nosso trabalho para a literatura cientifica € o corpo de evidéncias apresentado
que apontam a importancia da FAK para o0 mecanismo de acdo do TUDCA em células beta
pancredticas, uma vez que o acido biliar teve seu efeito perturbado quando células passaram
por um knockdown da mesma ou pela inibigdo dos receptores do TUDCA - a5B1-integrina,
TGRS e S1PR2. A importancia do receptor aSf1-integrina ja era indicada por estudos
anteriores em hepatdcitos [22] mas é, ao nosso conhecimento, a primeira evidéncia dessa
relacdo em células beta pancreéticas.

A literatura aponta alguns mecanismos pelos quais a FAK pode influenciar no cenério de
estresse de RE, via seus efetores downstream, passo que nao foi abordado neste estudo em
seu estado atual. Um elemento com papel importante nessas especulacdes é a via PI3K/AKkt,
via sinalizadora com importancia central na célula beta [28]. Como apresentado na
introducdo, a FAK pode ser um elemento desta via [24], participando de sua ativagdo. A Akt
é capaz de fosforilar a PERK em seu residuo Thr799, atenuando a ativacdo desse ramo da
UPR [29, 30]. A Akt também é capaz de ativar uma fosfatase, a PTP1B, que é capaz de
reduzir a ativa¢do da IREla [29], porém ndo avaliamos marcadores deste ramo da UPR neste
estudo. Essa via também possui relagdes com a expressdo de PDX1 — a via PI3k/Akt é
responsavel por regular a ativacdo da FoxOl1, que por sua vez é um fator que modula a
expressdo de PDX1 [28]. Portanto, nossos achados parecem ser consistentes com esse
mecanismo — o knockdown da FAK teria reduzido a capacidade do TUDCA em promover a
ativacdo da via PI3K/Akt, impedindo o TUDCA de modular o ramo da PERK e, portanto, a
expressdo de ATF4. Naturalmente esta proposta é uma hipotese, e confirmacdo experimental
direta seria necessaria para avalid-la com mais propriedade. Ainda assim, seria um possivel
meio de conectar a FAK aos achados reportados neste estudo.

Ao passo que os efeitos sobre o estresse de RE foram bastante claros, o efeito do TUDCA
sobre apoptose foi menos relevante. Quanto ao conteudo da Bax, o TUDCA foi capaz de
induzir apenas uma tendéncia a melhora no grupo SiC; porém, ndo conseguimos replicar o

aumento da Bax induzido por palmitato nos experimentos seguintes — o que destoa do que é
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conhecido na literatura, uma vez que existem diversos relatos da exposi¢do cronica ao
palmitato induzindo um aumento na expressdo da Bax [31-33], consistente com sua
capacidade de levar células a apoptose. Uma possivel explicacdo para isso reside nos
resultados do HOPI, e do efeito do knockdown da FAK sobre a morte celular, ja observamos
apoptose que foi induzida pela reducdo da FAK nas células controle. De qualquer forma, fica
dificil tracar conclusdes sobre sobrevivéncia devido a incapacidade do TUDCA em resgatar
as celulas da apoptose no experimento com HOPI e a dificuldade em replicar a inducéo da
Bax por palmitato em nossas condigfes experimentais.

Na parte funcional, observamos um achado curioso: esperdvamos ver um aumento da
secrecdo de insulina induzida pelo TUDCA, mas ndo observamos isso. Invés disso, 0
palmitato levou a um aumento dessa secre¢do, com 0 TUDCA restaurando-a para um padrdo
semelhante ao controle — efeito este que foi perturbado pelo knockdown da FAK. Estudos
anteriores apontam diversas possibilidades; alguns indicam que o palmitato reduz a secregéo
de insulina de maneira cronica, com o estudo em questdo utilizando um tempo de exposicao
ao palmitato maior do que o utilizado neste experimento (48hs, vs 24hs no nosso modelo)
[34], mas ha dados indicando que o palmitato pode aumentar a secrecdo em uma exposicao
mais aguda (1h) [35]. Um estudo inclusive reportou um aumento de liberagdo de insulina
com exposicao ao palmitato por até 72hs [36]. Focando em estudos em linhagem celular INS-
1E com um tempo de exposicdo similar ao nosso, a literatura novamente apresenta relatos
com ambos os casos: estudos que reportam reducdo da secre¢édo de insulina em exposicéo por
24hs [37], e estudos que reportam um aumento da secre¢édo induzido por Palmitato em 48hs
de exposi¢cdo a um mix de &cidos graxos, incluindo Palmitato [38].

Esse aumento da secrecdo de insulina pelo palmitato em nosso experimento foi
acompanhado de uma reducgdo na expressao génica do Ins2, um dos genes responsaveis pela
expressdo da insulina, bem como reducdo do conteddo proteico do marcador funcional
PDX1. Isso também esta de acordo com a literatura, e ja foi reportado em outros estudos [36].
O palmitato ndo necessariamente causa uma reducdo do PDX1; o entendimento classico esta
mais relacionado com alteragfes na localizacdo do PDX1, inibindo seu transporte para o
nucleo e sua ligagdo com a regido promotora do gene da insulina, impedindo sua acao
habitual [39]. Isso parece ocorrer devido a captura do PDX1 em granulos de estresse em
condi¢bes de abundancia de &cidos graxos [40]. Porém, estudos mais recentes indicaram
haver sim uma reducdo na expressao do PDX1 em celulas INS-1E tratadas com Palmitato,
consistente com 0s nossos resultados [41], incluindo um estudo realizado em ratos
submetidos a dieta rica em gorduras saturadas (HFD), que também encontrou reducdo da
expressdo de PDX1 [42].
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Portanto, temos um cenério de aumento de secrecdo de insulina induzida pelo palmitato,
que por sua vez é acompanhado por uma reducdo na expressdao da insulina — e,
possivelmente, do proprio conteddo total da insulina [36], apesar de ndo termos abordado este
parametro no estudo. Cenério semelhante ja foi inclusive observado in vivo, com jovens
obesos com alta concentracdo de palmitato circulante apresentando hiperinsulinemia, até
mesmo em comparagdo com outros jovens obesos com menores concentracdes de palmitato
no sangue [43]. Ja existe um entendimento na literatura de que estados iniciais do
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 levam a um aumento da insulinemia, que pode
estar associado a estresse de RE em células beta [44]. Como discutido na introducdo, o
reticulo endoplasmatico tem um papel importante na sintese da insulina [5]. Todos esses
achados sdo consistentes com o0 que observamos — estresse de RE induzido pelo palmitato
levando a uma hipersecrecdo de insulina, seguida de deficiéncia na sintese (observado pela
reducdo da Ins2 e conteldo proteico de PDX1); assim, também temos o possivel mecanismo
pelo qual o TUDCA minimiza essas alteracdes: ao minimizar o estresse de RE mesmo na
presenca do palmitato, o TUDCA possivelmente auxiliou a lidar melhor com a demanda
nutricional, normalizando a secrecdo e preservando a salde funcional da célula beta. O
knockdown da FAK perturbou a capacidade do TUDCA em normalizar o conteudo, tanto de
PDX1 quanto do Ins2, indicando uma importancia da molécula como efetora da acdo
benéfica do TUDCA sobre a sintese e secrecéo de insulina em condicdes de estresse de RE.

Nosso estudo também indicou que os trés receptores do TUDCA parecem ser importantes
para a sua agdo contra o estresse de RE. O receptor aSp1-integrina era um alvo natural de
nossa hipotese devido a sua relacdo com a FAK [15]. Ha pouca informacdo sobre este
receptor na literatura, especialmente em relacdo a célula beta pancreatica; o que se sabe sobre
o papel de receptores de B-integrina no geral (e ndo da variante a5 em especifico) ¢
consistente com nossos achados: ¢ um receptor que favorece a fungdo e sobrevivéncia da
célula beta, e sua inibi¢cdo costuma causar prejuizos nesses parametros [15]. Como sabemos
que esse receptor sinaliza através da FAK, e observamos que a sua inibicdo causou prejuizos
similares ao knockdown da FAK na capacidade do TUDCA em mitigar o estresse de RE, é
uma conclusdo razodvel imaginar que provavelmente ambos o0s elementos estéo
sequencialmente envolvidos na sinalizacdo do TUDCA — ou seja, ele interage com o receptor
a5B1-integrina e, através disso, leva a autofosforilagdo da FAK ativando suas vias de
sinalizag&o habituais.

Um achado curioso ¢ que a inibi¢do do a5B1-integrina ndo impactou na expressao de
PDX1 de uma maneira estatisticamente significativa no grupo T quando comparado ao

controle, algo diferente do observado no grupo que sofreu o knockdown da FAK. O TUDCA,
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como mencionado, também atua através dos receptores SIPR2 e TGR5, dos quais 0 TGR5
apresenta importancia funcional para a secrecdo de insulina em células beta [15]. Ou seja — ¢
possivel que com a inibi¢ao do receptor a5p1-integrina, a célula ainda consegue se beneficiar
da sinalizacdo via outros receptores — presumivelmente, 0 TGR5 — para manter uma eficécia
funcional relevante, ao passo que a inibicdo da FAK causou um comprometimento mais
profundo. Experimentos especificos para testar esta hipotese seriam necessarios para concluir
de maneira mais concreta.

Também é possivel supor que a sinalizacdo dos trés receptores se utilize da FAK como
efetora. Os fatos que sustentam essa hipdtese em nosso trabalho séo a observacao de que o
TUDCA apresentou uma capacidade de fosforilar a FAK (Fig 2A), mas essa capacidade nao
foi observada nos grupos submetidos a inibi¢do dos receptores TGR5 e S1PR2 (Fig 6A, 6B).
A literatura ja aponta uma relacdo desses receptores com outros elementos de sinalizagdo
com os quais a FAK se relaciona, como a Akt e a ERK % [15]; ndo seria impossivel imaginar
que a sinalizacdo de todos eles converge pela FAK, ou envolve a FAK em algum nivel, para
que o TUDCA realize suas agdes. Estudos futuros podem explorar essa possibilidade através
da avaliacdo da interacdo especifica de cada um desses receptores com a FAK, ou da FAK
com os elementos citados.

Uma questdo interessante para estudos futuros é a natureza da interacdo do TUDCA com
0 receptor aSB1-integrina. Estudos anteriores indicaram que a internalizacdo do TUDCA é
necessaria para a interagdo com o receptor a5p1-integrina, em células hepéticas [45]. Porém,
0 TUDCA ¢é um acido biliar pouco lipofilico, com dificuldades em adentrar a célula e realizar
efeitos intracelulares diretamente [15]. Apesar disso, existem evidéncias de que ele é capaz
de interagir com receptores intracelulares, como o FXR, provavelmente através da
internalizacdo por transportadores especificos — especificamente, o Polipeptideo Co-
transportador de Sddio e Taurocholato (conhecido como NTCP) [15, 45]. Esses
transportadores existem em células hepaticas, porém ndo encontramos achados reportando o
mesmo em células beta pancredticas. Assim, estabelecido que o TUDCA e o receptor a5p1-
integrina interagem, como nosso estudo indica, seria de interesse investigar se essa interagéo
depende da internalizacdo do mesmo ou ndo, em celulas beta pancreaticas. Ambas as
possibilidades seriam de interesse académico — caso a internalizacdo ocorra, significaria a
descoberta desses transportadores em células beta, 0 que traz implica¢Ges inclusive clinicas
interessantes, uma vez que esses transportadores estdo envolvidos, por exemplo, no
mecanismo de infec¢é@o do virus da hepatite B [46]. Por outro lado, se essa internalizagdo nao
for necessaria para a acdo do TUDCA sobre este receptor, esse achado expandiria nosso

entendimento de como receptores de integrina funcionam e quais tipos de efeitos podem
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exercer na célula beta em termos de sinalizagdo. Nosso estudo trabalhou com células isoladas
e, assim, ndo envolveu os possiveis efeitos da matriz extracelular, que é a principal ligante de
receptores de integrina, nesse processo de acdo do TUDCA sobre esses receptores — portanto,

0s dados precisam ser interpretados com cautela sob esta consideracao.

5. Concluséao
Em conclusédo, neste trabalhno mostramos que a FAK exerce um papel importante nos

mecanismos de acdo do TUDCA para a mitigacdo do estresse de RE em células beta
pancreaticas, indicado pelo ATF4. Propomos um mecanismo de acdo que envolve sinalizacao
através do receptor a5B1-integrina, TGR5 e/ou S1IPR2, que leva a fosforilacdo da FAK, que
ativa vias que levam a reducdo deste estresse; essa reducdo do estresse leva a impactos
funcionais positivos na célula beta INS-1E. A elucidacdo dos mecanismos do TUDCA na
célula beta nos ajuda a compreender melhor seu papel como um adjuvante terapéutico para o

diabetes mellitus e, portanto, nossos achados séo de interesse para a satde publica.
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