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RESUMO

SANTOS, D. A. Efeitos da elevada concentracao de glicose sobre o reticulo
endoplasmatico em fibroblastos. 2015. 54 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Celular e Tecidual). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2015.

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica que acomete de forma
crescente milhdes de individuos em todo o mundo. Independentemente de sua
etiologia, € caracterizado pela hiperglicemia crénica, que promove estresse oxidativo
e formagao de produtos de glicagdo avangada nos tecidos. Estes efeitos sdo os
responsaveis pelas complicagdes de longo prazo do DM, dentre elas a cicatrizagao
deficiente. Fibroblastos s&o células essenciais na cicatrizagdo da derme, sendo
responsaveis pela sintese e degradagao de matriz extracelular (MEC), assim como
pela contragdo da ferida. Nosso laboratério demonstrou previamente uma migragao
e adesédo deficientes de fibroblastos derivados de ratos diabéticos em matrizes de
diferentes composi¢des e dimensdes, além de uma reducdo na expressio de
diferentes integrinas e da matriz pericelular de fibronectina. Essas células
apresentaram ainda dilatacdo significativa do reticulo endoplasmatico (RE) e um
aumento no numero de mitocondrias e vesiculas intracelulares. O efeito sobre a
migracao de fibroblastos foi observado tanto em células provenientes de animais
diabéticos quanto em linhagens expostas a glicose elevada. Esse estudo teve como
objetivo avaliar se a glicose elevada induz estresse do RE, resultando na ativacéo
da via UPR (Unfolded Protein Response). Conforme observado por microscopia
eletrénica de transmissao, células NIH-3T3 expostas por 3 dias a uma elevada
concentragdo de glicose apresentaram dilatacdo do RE quando comparadas a
células cultivadas sob baixa concentracdo de glicose. As células apresentaram
também alteracdo na morfologia das mitocéndrias, compativel com o fenémeno
conhecido como “mitochondrial swelling”. A expressao dos marcadores de estresse
do RE: BiP, XBP1 spliced (XBP1s) e CHOP néao foi alterada pela exposicdo destas
células a elevada concentragdo de glicose. Resultados semelhantes foram
observados em fibroblastos derivados de animais diabéticos, quando comparados a
animais controle. Adicionalmente, um indicador fluorescente do potencial de
membrana mitocondrial (JC-1) apresentou sinal semelhante em células NIH-3T3
expostas a elevada ou baixa concentragdo de glicose durante 3 dias. Esses
resultados sugerem que a disfungcdo de fibroblastos frente a exposicdo a uma
elevada concentracdo de glicose ndo esta diretamente relacionada a uma indugéo
do estresse de RE.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Fibroblasto. Estresse do RE. Hiperglicemia.



ABSTRACT

SANTOS, D. A. Effects of high glucose concentration on the endoplasmic
reticulum of fibroblasts. 2015. 54 p. Masters thesis (Cell and Tissue Biology).
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Regardless of its etiology, Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder
characterized by chronic hyperglycemia, which promotes oxidative stress and the
formation of advanced glycation end products in tissues. These effects are related to
long-term complications of DM, i.e. deficient wound healing. Fibroblasts are essential
for the dermal healing process, synthesizing and degrading extracellular matrix
(ECM), as well as collaborating for wound contraction. Our research group has
previously demonstrated impaired adhesion and migration of fibroblasts derived from
diabetic rats on ECM of different compositions and dimensions, in addition to a
reduction in the expression of various ECM receptors and pericellular fibronectin
matrix. Those cells also exhibited significant enlargement of the endoplasmic
reticulum (ER) cisternae, an increase in the number of mitochondria and intracellular
vesicles. Migration impairment was observed both in fibroblasts derived from diabetic
animals and in cell lineages exposed to high glucose in vitro for 3 days. The aim of
this study was to assess whether high glucose induces ER stress, resulting in the
activation of the UPR (Unfolded Protein Response). As observed by transmission
electron microscopy, NIH-3T3 cells exposed for 3 days to a high concentration of
glucose showed enlargement of RE cisternae compared to cells grown under low
glucose concentration. Cells also showed alterations in the morphology of
mitochondria, compatible with the phenomenon known as "mitochondrial swelling".
Expression of the ER stress markers BiP, spliced XBP1 (XBP1s) and CHOP was not
altered by exposure of these cells to high glucose. Similar results were observed in
fibroblasts derived from diabetic animals compared to control animals. Additionally, a
fluorescent indicator of mitochondrial membrane potential (JC-1) showed similar
labeling in NIH-3T3 cells exposed to high or low glucose concentration over 3 days.
These results suggest that fibroblasts dysfunction caused by exposure to high
glucose concentration is not directly related to an induction of ER stress.

Keywords: Diabetes Mellitus. Fibroblast. ER stress. Hyperglycemia.
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1INTRODUGAO

1.1 Consideracdes gerais

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenga metabdlica de origem multifatorial
caracterizada pela hiperglicemia crénica, acometendo aproximadamente 347
milhdes de pessoas em todo o mundo. Trata-se de uma patologia crescente,
fortemente associada a habitos alimentares, sedentarismo e ao envelhecimento da
populagdo. O Brasil encontra-se entre os dez paises com maior incidéncia desta
doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Independentemente de sua
etiologia, a hiperglicemia cronica leva, em um longo prazo, a diversas complicagdes
clinicas, principalmente relacionadas ao estresse oxidativo e a formagéo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs). Os AGEs ligam-se aleatoriamente a proteinas
intracelulares e extracelulares, potencialmente afetando sua fun¢cdo (PACHER et al.,
2007).

As respostas dos tecidos as condi¢gdes diabéticas sado variadas, dependendo
de quanta glicose as células transportam para o meio intracelular e das defesas
antioxidantes de cada tipo celular (BROWNLEE, 2001). Dentre as principais
complicagbes causadas pelo DM destacam-se as alteragbes microvasculares, a
neuropatia, a retinopatia, a nefropatia diabética e a cicatrizacdo deficiente
(TSILIBARY, 2003; WILLIAMS, 1992). Alteragbes precoces na microvascularizagao
promovem aumento da permeabilidade vascular e alteragbes do fluxo sanguineo,
contribuindo para o surgimento de feridas cutaneas cronicas, principalmente em
membros inferiores (AGUIAR; VILLELA; BOUSKETA, 2007).

1.2 Disfuncdes celulares causadas pela hiperglicemia

Em condigbes hiperglicémicas, a elevada concentragéo de glicose circulante e
no liquido intersticial pode levar a um aumento na captagdo e metabolismo deste
monossacarideo por alguns tipos celulares, ocasionando um aumento na produg¢ao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas mitocondrias (BROWNLEE, 2001).
Sendo assim, quanto maior a capacidade das células de captar a glicose
extracelular, maior o dano causado pela hiperglicemia.

EROs em excesso superam as defesas celulares antioxidantes, podendo

interagir com diferentes moléculas (p.ex. lipideos e proteinas), potencialmente
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inativando ou alterando sua fungcdo. Uma das proteinas cuja funcdo é
frequentemente inibida pelo estresse oxidativo € a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), que atua na via glicolitica. A inibigdo da fungdo de GAPDH
gera um aumento de metabdlitos em etapas anteriores da via, levando a ativagao de
vias metabdlicas paralelas como a via dos polidis, via das hexosaminas, ativacao de
diferentes isoformas de proteina cinase C e formacdo de AGEs (BROWNLEE,
2001). De maneira geral, a ativagdo destas vias modifica a expressao génica e gera
um aumento do estresse oxidativo devido ao aumento de geragdo de EROs e
deplegao de defesas antioxidantes celulares.

O aumento na formagao de EROs promove frequentemente lesao tecidual e
esta relacionado a muitas complica¢des de longo prazo do DM (HALLIWELL, 1996;
JOHANSEN et al., 2005; VALKO et al., 2007). AGEs, derivados da glicose, fazem
uma modificagdo pos-traducional, ndo enzimatica, de diferentes proteinas e também
alteram lipidios e acidos nucleicos (INAGI, 2011). Estes compostos formam ligagdes
cruzadas prejudiciais a diversas macromoléculas, podendo afetar diferentes fungdes
celulares por meio de diversas vias de sinalizagdo (WU et al., 2014). Além disso,
proteinas glicadas podem ser mais resistentes a degradagao enzimatica, levando a
um acumulo nos tecidos. Componentes da MEC, por apresentarem meia-vida
prolongada, sdo frequentemente alterados por AGEs (revisado GOH;COOPER,
2008). O colageno glicado, por exemplo, induz a apoptose de fibroblastos dérmicos
humanos (ALIKHANI et al., 2005, 2007; LOUGHLIN; ARTLETT, 2010).

Os AGEs sao importantes mediadores de danos celulares causados pela
hiperglicemia e no desenvolvimento de diferentes complicagdes do DM, inclusive
complicagbes cardiovasculares (LAKSHMANAN et al., 2013). No tecido 06sseo,
prejudicam células osteoblasticas (ALIKHANI et al., 2007; TANAKA et al., 2013).

Alguns dos prejuizos induzidos por AGES estao associados a alteragcbes na
homeostase do Reticulo Endoplasmatico (RE) e a indugdo do estresse desta
organela (TANAKA et al., 2013, WU et al., 2014). A concentracdo elevada de glicose
induz estresse do RE em adipocitos (TANIS et al., 2015) e células endoteliais
(KARBACH et al., 2012; MOORADIAN; HAAS, 2011; SHEIKH-ALI et al., 2010; WU
et al., 2014). Também induz apoptose via estresse do RE em cardiomiocitos
(YOUNCE, 2013), podédcitos (CAO et al., 2014) e células B pancreaticas, além de
induzir sua disfungdo (CNOP et al., 2010).
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1.3 Glicose elevada e estresse do RE

O RE se distingue morfologicamente em 2 tipos: rugoso (RER) e liso (REL). O
RER possui ribossomos associados as suas membranas e € formado por cisternas.
No seu interior existem diversas chaperonas e outras proteinas que auxiliam no
enovelamento e nas modificacbes pos-traducionais de proteinas; dependendo de
seu destino final, estas proteinas serdo transferidas para e processadas pelo
Complexo de Golgi, podendo ser levadas para vias secretérias (RON; WALTER,
2007). O REL é formado por estruturas tubulares livres de ribossomos (AGOSTINIS;
SAMALI, 2012), onde ocorre a detoxificagdo de drogas, biossintese de esteroides e
acidos graxos e estoque de Ca** (VOELTZ; ROLLS; RAPOPORT, 2002). Esses dois
tipos sdo continuos e suas propor¢des nas células variam de acordo com a atividade
de cada tipo celular.

O tamanho e formato do RE podem mudar drasticamente (BORGESE;
FRANCOLINI; SNAPP, 2006). Células com elevada demanda secretoria, como por
exemplo células 3 pancreaticas, plasmdcitos (SHAFFER et al., 2004) e fibroblastos
(SRIBURI et al., 2004) possuem RER muito extenso para suprir a alta quantidade de
proteinas que s&o necessarias para vias secretoérias (SCHUCK et al., 2009). O REL
€ abundante em células do figado, células produtoras de esterdides, neurbnios e
musculos (devido ao armazenamento de calcio). As atividades de REL variam de
acordo com a funcdo de cada tipo celular, como na producdo de esterdides e
controle da sinalizagdo por Ca** nos musculos.

A hiperglicemia induz estresse do RE de varias formas, dentre elas a
diminuicdo da atividade do proteassoma (demonstrado em células B pancreaticas)
(BROCA et al.,, 2014) e estresse oxidativo (BAEK et al., 2012; XUE et al., 2005).
Alteragbes no estado redox do RE promovidas pela glicose excessiva afetam
negativamente o enovelamento de proteinas, ocasionando acumulos proteicos nas
cisternas (CHARLES; EATON, 2008; TANG et al., 2012). Altera¢des funcionais do
RE, por sua vez, aumentam a formagcdo de EROs, constituindo-se numa via de
retroalimentacao positiva (HAYNES; TITUS; COOPER, 2004). Por outro lado, alguns
estudos mostraram que o tratamento de células endoteliais expostas a elevada
concentracdo de glicose com antioxidantes n&o restaurou a homeostase do RE,

sugerindo que esses eventos também podem ocorrer em paralelo e que o estresse
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oxidativo n&o responde pela totalidade do problema (MOORADIAN; HAAS, 2011;
SHEIKH-ALI et al., 2010).

De maneira geral, perturbagdes na fungdo normal do RE resultam num
desequilibrio entre a quantidade de proteinas que nao adquiriram sua conformagao
final e a capacidade da maquinaria celular de processar este conteudo, gerando
acumulo de proteinas mal enoveladas e estresse do RE. Nestas condigbes uma via
sinalizadora é ativada, denominada UPR (Unfolded Protein Response)
(GROENENDYK; MICHALAK, 2005; RON; WALTER, 2007; SCHRODER;
KAUFMANN, 2005;). A ativacdo da via UPR tem como fungdo o reestabelecimento
do balango entre a capacidade de enovelamento e a carga proteica, resultando na
sobrevivéncia celular. Se o estresse do RE é cronico e a ativagcdo da UPR € mantida
sem que haja reestabelecimento da fung¢ado celular normal, pode ocorrer a indugéo
de morte celular (GROENENDYK; MICHALAK, 2005; RON; WALTER, 2007; TABAS;
RON, 2011; WATER; RON, 2011). Os mecanismos para a transigao entre adaptagao
ao estresse do RE e morte celular induzida pelo estresse do RE s&o ainda pouco

conhecidos.
1.4 Regulacio do reticulo endoplasmatico pela UPR

O RE é uma rede de membranas que se estende a partir do envelope nuclear
para a periferia da célula (BORGESE; FRANCOLINI; SNAPP, 2006; SHIBATA et al.,
2006). Esta organela desempenha papel importante na biossintese lipidica e
proteica, participa da detoxificacdo e constitui um estoque de Ca®'. Exerce uma
importante fungdo no controle da sinalizacdo por Ca?* nas células (BERRIDGE,
2002; VERKHRATSKY, 2002) e na manutencdo de sua concentracdo tanto no
citoplasma quanto em seu lumen. De fato, diversas chaperonas residentes no RE
dependem do Ca®* para sua atividade (SCHRODER; KAUFMAN, 2005). Assim, o RE
€ responsavel por manter um ambiente essencial para proteinas destinadas para as
vias secretorias (proteinas de membrana ou secretadas pelas células); no RE estas
proteinas sao sintetizadas e enoveladas, adquirindo sua conformacido nativa
(AGOSTINIS; SAMALL, 2012).

A UPR é uma via importante para a manutencdo da homeostase celular e
apresenta algumas caracteristicas muito conservadas, de leveduras a humanos
(BERNALES; MCDONALD; WALTER, 2006; GROENENDYK; MICHALAK, 2005;
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SCHRODER; KAUFMAN, 2005; RON; WALTER, 2007). Esta via é ativada por
sensores moleculares transmembranares presentes na membrana do RE, sensiveis
ao acumulo de proteinas mal enoveladas: “Activating Transcription Fator” 6 (ATF6),
“Inositol Requiring Kinase” 1 (IRE1) e “PKR-likeE Endoplasmic Reticulum Kinase”
(PERK). Estas trés proteinas permanecem inativas quando ligadas a chaperona
BiP/GRP78; esta chaperona também se liga a proteinas ainda ndo enoveladas,
prevenindo sua agregacao, e auxilia no enovelamento (CHAMBERS; MARCINIAK,
2014). A elevagdo da quantidade de proteinas mal enoveladas reduz a
disponibilidade de BiP para ligar-se aos sensores, permitindo assim sua ativagao.
Nesse caso ha a dimerizacao e auto-fosforilacido de IRE1 e PERK, que participarao
de vias de sinalizagdo que induzirdo a expressao génica de proteinas importantes
para regularizacdo da homeostase do RE, induzindo aumento da expressao de
chaperonas do RE, proteinas envolvidas na degradacdo de excesso de proteinas
mal formadas (ERAD) e proteinas envolvidas na produgao de lipidios para formagao
de membranas citoplasmaticas, entre outros (RON; WALTER, 2007). Por outro lado,
a ativacado de PERK leva a uma reducao, via fosforilacdo de elF2a, da traducéo de
proteinas no geral, para diminuir seu acumulo no RE (BACK; KAUFMAN, 2012). O
desligamento de ATF6 de BiP faz com que essa proteina seja translocada para o
aparelho de Golgi, onde é clivada, levando a sua ativagdo como um fator de
transcrigdo, que ira regular a expressao génica de diversas proteinas envolvidas na
regulagdo da homeostase do RE (BOOT-HANDFORD; BRIGGS, 2010).

De forma geral, a UPR resulta na expansdo do volume do RE, maior
capacidade de dobramento de proteinas, reducdo da sintese por meio do controle
de transcricdo e traducdo e aumento da remocao de proteinas mal enoveladas por
degradacdo (RON; WALTER, 2007). Quando esses mecanismos falham, por
defeitos em uma ou outra via ou por que os fatores que levam a indug¢ao do estresse
do RE sé&o crénicos, vias de morte celular sdo ativadas (KIM et al., 2008) através da
inducao de C/EBP Homologous Protein (CHOP) (MARCINIAK et al., 2004).

A apoptose induzida pelo estresse do RE é um importante fator patogénico de
varias doengas como diabetes e doencas neurodegenerativas (TABAS; RON, 2011).
Por estar intimamente relacionada a sua funcéo, células secretoras parecem ser
mais susceptiveis a ativacdo do estresse de RE, o que além da inducdo da morte,
leva a uma perda de fungcdo que pode ser momentanea ou crénica (OSLOWSKI,
URANO, 2011).
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A UPR pode controlar a expansdo do RE, aumentando seu tamanho. Através
da ativagdo de IRE1 induz o “splicing” do mRNA do fator de transcrigdo X — Box
Binding Protein 1 (XBP-1), estimulando a biossintese lipidica e aumentando o
volume do RE em linfocitos B, fibroblastos (SHAFFER et al., 2004; SRIBURI et al.,
2004, 2007) e glandulas exdcrinas (LEE et al.,, 2005). Interessantemente, em
leveduras, a ativagdo de IRE1a também induz Hac1 (homdlogo de XBP1 em
leveduras), expandindo o RE (SCHUCK et al., 2009). Outra proteina da UPR, ATFG6,
também pode modular a expansdo do RE em fibroblastos e células CHO, mesmo
sem a atuacdo de XBP1 “spliced” (XBP-1s) (BOMMIASAMY et al., 2009). Esse
aumento do volume do RE pode aliviar o estresse do mesmo, podendo ocorrer
independentemente do aumento nos niveis de chaperonas (SCHUCK et al., 2009).
Em células B pancreaticas, o tratamento com palmitato induz estresse do RE e
alteragdes em sua morfologia (KARASKOV et al., 2006; WIKSTROM et al., 2013);
essas alteracdes podem ocorrer também apds a exposicdo dessas células a outros
indutores de estresse do RE, demonstrando que a dilatacdo das cisternas e
aumento do volume do RE podem, em diferentes situacdes e tipos celulares, ser
associados ao estresse desta organela (CHOW et al., 2014; WIKSTROM et al.,
2013).

1.5 Efeitos do Diabetes Mellitus na func¢ao de fibroblastos

Conforme ja mencionado anteriormente, uma das complicagbes promovidas
pelo DM a longo prazo é a deficiéncia na cicatrizacdo de feridas. Feridas dérmicas
crbnicas em individuos diabéticos sao multifatorias, e a fungdo de fibroblastos é
essencial na sua cicatrizagdo (SINGER; CLARK, 1999). Em suas diferentes fases a
cicatrizagdo envolve a proliferacdo e migracdo de diversos tipos celulares (p.ex.
queratinocitos, células endoteliais e fibroblastos) (GURTNER et al., 2008; MARTIN,
1997). Ao final da fase inflamatéria, fibroblastos proliferam e migram para o local da
ferida, sintetizando uma matriz proviséria rica em colageno Il e fibronectina, além de
outras glicoproteinas da MEC. Alguns fibroblastos diferenciam-se em
miofibroblastos, responsaveis pela contracdo da ferida. Numa fase mais tardia, os
fibroblastos remodelam a MEC, sintetizando e degradando MEC ativamente. Apesar

da importancia dos fibroblastos para o processo cicatricial, poucos estudos tém
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abordado a influéncia da hiperglicemia sobre a funcédo e, especialmente, sobre a
migracao destas células.

Sabe-se que fibroblastos derivados de Uulceras cronicas de pacientes
diabéticos proliferam menos que aqueles derivados de pacientes normais e
respondem diferentemente a fatores mitogénicos (LOOTS et al., 1999, 2002).
Lerman et al. (2003) verificaram também uma diminuigdo da migracdo de
fibroblastos de camundongos diabéticos, especialmente em resposta a hipoxia.

Nosso grupo de pesquisa, um estudo anterior, demonstrou que diversos tipos
celulares, incluindo fibroblastos, migram menos sobre fibronectina na presencga de
uma elevada concentragdo de glicose in vitro, apresentando menor velocidade e
direcionalidade. Este efeito foi acompanhado de protrusbes nao produtivas e
instaveis e redugdo na maturacdo de adesdes junto a MEC. Verificou-se ainda que
muitos dos efeitos da glicose elevada foram parcial ou totalmente resgatados com
um agente antioxidante (LAMERS et al., 2011). Interessantemente, este efeito foi
observado em magnitude similar tanto em fibroblastos dérmicos derivados de
culturas primarias de ratos diabéticos quanto em linhagens celulares expostas a
elevada concentracdo de glicose (25 mM) por pelo menos 3 dias. Naquele estudo
foram utilizados fibroblastos murinos NIH-3T3, fibroblastos murinos embrionarios
(MEFs, cultura primaria) e células epiteliais CHO (LAMERS et al., 2011). Estes
resultados validam o modelo de exposi¢ao in vitro a glicose elevada para algumas
disfungdes celulares observadas no DM, como p. ex. a migragao celular deficiente.

Estudos subsequentes do mesmo grupo mostraram que fibroblastos dérmicos
derivados de ratos diabéticos apresentaram alteragcdes do citoesqueleto, menor
migragdo também sobre substrato de colageno |, menor adesdo e espraiamento
associados a uma diminuigdo da expressao proteica de receptores de colageno e
fibronectina e uma potencial deficiéncia na via de reciclagem lenta destes receptores
(via Rab11), compensada pela via rapida envolvendo a GTPase Rab4 (ALMEIDA et
al., em preparacao; MONTEIRO, 2014). Dois resultados, no entanto, foram bastante
curiosos: o DM reduziu a capacidade dos fibroblastos dérmicos de organizar uma
matriz pericelular de fibronectina, o que poderia estar associado a uma deficiéncia
secretoria, e também induziu a dilatacdo das cisternas do RE (ALMEIDA, 2011;
Almeida et al., em preparagdo). Por microscopia eletrbnica de transmissao
observou-se que fibroblastos derivados de ratos diabéticos apresentavam o RE com

cisternas muito dilatadas e preenchidas com material amorfo, um maior numero de
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mitocéndrias e muitas vesiculas intracelulares com conteudo e funcéo
indeterminados (ALMEIDA, 2011). Fibroblastos da linhagem NIH-3T3 expostos a
elevada concentracédo de glicose por 21 dias também apresentaram menor matriz
pericelular de fibronectina, sugerindo que uma potencial deficiéncia secretoria
poderia ser estudada em um modelo in vitro (MONTEIRO, 2014).

Com base nestes resultados e considerando a relagao existente na literatura
entre o estresse de RE e a alteracdo morfolégica desta organela, decidimos
investigar se a glicose elevada induz o estresse de RE em fibroblastos dérmicos e
em ceélulas NIH-3T3.
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2 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos de uma elevada
concentragdo de glicose sobre a morfologia de fibroblastos e sobre uma possivel

inducao de estresse do RE nestas células.
2.1 Objetivos especificos

1- Avaliar os efeitos da elevada concentragcdo de glicose (30 mM) sobre a
morfologia de fibroblastos NIH-3T3 em nivel ultraestrutural, comparando-os aos
efeitos previamente observados em fibroblastos dérmicos derivados de ratos

diabéticos.

* Estratégia: em células NIH-3T3 expostas ou ndo a altas concentragdes
de glicose durante 3 dias, analisar a morfologia utilizando microscopia
eletrénica de transmissao e o potencial de membrana mitocondrial por
meio de um marcador especifico fluorescente (JC-1) e posterior analise

por microscopia confocal.

2- Avaliar se a exposigédo a altas concentragdes de glicose induz o estresse

de RE em fibroblastos.

* Estratégia: em fibroblastos derivados de ratos diabéticos e células NIH-
3T3 expostas a alta concentragées de glicose, analisar por western
blotting a express&o dos marcadores de estresse do RE CHOP, BiP e
XBP1s.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e indu¢do do Diabetes Mellitus

O protocolo de pesquisa utilizado esta de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacéo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Etica Animal (COBEA) e
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do
ICB/USP, sob protocolo numero 123 nas fls.11 do livro 03.

Ratos Wistar machos (12 animais) com 2 meses de idade provenientes do
Biotério Central do ICB/USP foram utilizados. Estes animais foram divididos em
grupo controle e grupo experimental. Apds jejum de 12 h e sob anestesia (ketamina
23,2 mg/100 g e xilazina 4,6 mg/100 g de peso corporal), a droga estreptozotocina
foi administrada intraperitonealmente nos animais do grupo experimental (60 mg/kg
de peso corporal, diluida em tampao citrato de sédio 0,05 M, pH 4,5), enquanto os
animais controle receberam apenas o veiculo. A estreptozotocina € uma droga que
destrdi as células-f do pancreas (JUNOD et al., 1967). Para evitar um quadro de
hipoglicemia severa causada pela liberacdo de insulina durante a destruicdo das
células- pancreaticas, uma solucao de sacarose 30% foi disponibilizada para todos
os animais pelo periodo de 12 horas. A glicemia desses animais foi medida 24 horas
apos a indugédo e no momento do sacrificio. Apenas animais com glicemia superior a
300 mg/dl foram considerados diabéticos. O peso corporal, a ingestdo de alimento, a
glicemia e a glicosuria foram avaliados para comprovagao do estado diabético. Apos
30 dias da injeg&o, os animais foram sacrificados por dose excessiva de ketamina e

xilazina.

3.2 Cultura primaria de fibroblastos dérmicos de animais controle e diabéticos

ApOs a anestesia de cada animal, foi realizada a tricotomia da regido
abdominal e remocdo de um fragmento de pele de aproximadamente 4 cm?. Os
fragmentos de derme foram inicialmente raspados com bisturi em meio de cultivo,
em condi¢cdes asseépticas e, posteriormente, digeridos com colagenase 0,1% por 1 h
a 37 °C em banho-maria, sob agitagdo constante. Em seguida a colagenase foi
inativada com meio DMEM contendo soro fetal bovino (SFB) 10% e as células
presentes na suspensdo foram obtidas por centrifugacdo, ressuspensas em meio de
cultura (DMEM contendo 20% SFB, antibiéticos - 100 U/ml penicilina / 100 pg/ml
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estreptomicina e 1% fungizona, somente na primeira passagem) e cultivadas em
estufa umidificada contendo 8% de CO:/ 92% ar. Posteriormente a concentragdo de
SFB foi reduzida para 10% e as passagens semanais foram realizadas. As células
foram cultivadas em meio controle (glicose 5 mM) ou com glicose elevada (30 mM),

sendo utilizadas por até 6 passagens.

3.3 Cultura de linhagem de fibroblastos — NIH-3T3

Células da linhagem de fibroblastos murinos NIH-3T3 provenientes da ATCC
foram doadas pelo Prof. Dr. Alan F. Horwitz (University of Virginia, USA). As células
foram cultivadas em meio DMEM low glucose (glicose 5 mM) suplementado com
10% SFB, 100 U/ml penicilina / 100 pg/ml estreptomicina e 1% de aminoacidos nao
essenciais (NEAA - glicina, L-alanina, L-asparagina, L-acido aspartico, L-acido
glutédmico, L-prolina, L-serina (Invitrogen, Grand Island, NY). No grupo experimental
as células foram cultivadas no mesmo meio, contendo glicose 30 mM, durante 3

dias. Passagens foram realizadas a cada 3-4 dias.

3.4 Cultura celular e tratamentos para avaliacdo do reticulo endoplasmatico

Para avaliar os efeitos da glicose elevada sobre o RE, fibroblastos dérmicos
foram cultivados em meio controle (contendo glicose 5 mM e aditivos, mimetizando
aproximadamente uma glicemia de 90 mg/dL) ou com concentragdo elevada de
glicose (contendo glicose 30 mM e aditivos, mimetizando uma glicemia de 540
mg/dL), até atingir 70% de confluéncia e, posteriormente coletados para analises de

expressao proteica por western blotting.

A linhagem NIH-3T3 foi exposta as diferentes concentragdes de glicose (5 e
30 mM) por 3 dias. Como controle positivo para indugcdo de estresse do RE, as
células foram tratadas apos o segundo dia de cultivo com inibidor da bomba Serca2
Ca?" ATPase (Serca2b), Tapsigargina 1 pM (TG) ou o veiculo DMSO por 24 h,
finalizando 3 dias de tratamento. Todos os grupos experimentais foram coletados
para analises por western blotting. Para microscopia eletrénica nao foi utlizado o

indutor de estresse do RE Tapsigargina.
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3.5 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Apods o tratamento em presenca de 5 mM e 30 mM de glicose, células NIH-
3T3 foram tripsinizadas, centrifugadas e fixadas em solugdo de Karnowsky
(formaldeido 2,5% e glutaraldeido 2% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH
7.2), por 2 horas a temperatura ambiente, e pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1 %
por 90 minutos. Posteriormente, as células foram incubadas com acetato de uranila
0,5% em solucdo de sacarose 10,5 % durante a noite e desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool para inclusdo em resina Spurr. Ao final, cortes
semifinos de 0,5 ym de espessura foram corados com azul de toluidina e cortes
ultrafinos de 40-60 nm de espessura foram confeccionados em ultramicrétomo e
posicionados em telas de cobre de 200 mesh. O contraste foi realizado com solu¢ao
de citrato de chumbo. A analise das amostras foi feita em microscopio eletrénico de
transmissao JEOL no Laboratorio Multiusuarios de Microscopia Eletronica do Depto.

de Biologia Celular e do Desenvolvimento do, ICB/USP.

3.6 Analise de expressiao proteica por Western Blotting

Inicialmente, células foram lavadas com tampé&o salina-fosfato (PBS),
coletadas em tampdo de amostra Laemmli (Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de
sédio 1 M, dglicerol 50%, SDS 10%) contendo [B-mercaptoetanol 50 mM e
posteriormente incubadas a 100° C por 5 minutos. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) a
temperatura ambiente, em sistema de gel bifasico (gel de empilhamento contendo
EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM, pH 6.7 e gel de resolugdo contendo
EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 50 mM, pH 8.9). A corrida foi efetuada a 70 mA
por aproximadamente 2 h em tampao de corrida (Trisma base 200 mM, glicina 1,52
M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%) e, apos este periodo, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (BioRad - EUA) em presenca de
tampéo de transferéncia (Trisma base 30 mM, glicina 192 mM e metanol 20 %),
durante 2 h a 200 mA em banho de gelo ou durante a noite a 70 mA em camara fria.
O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com a incubagcdo das membranas

em leite desnatado 5% diluido em tampao TBS-T (Trisma Base 20 mM, glicina 100
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mM, Tween 20 0,1%, pH 7,6 ) por 1 h a temperatura ambiente. As proteinas
relacionadas ao estudo foram detectadas na membrana de nitrocelulose com
anticorpos primarios anti-BiP/GRP78, (Abcam, cat # Ab32618, Coelho), anti-XBP1s
(Biolegend, cat # 619502, Coelho), anti-CHOP (Santa Cruz, cat # sc-575, Coelho),
anti-a-tubulina (Santa Cruz, cat # sc—8035, Camundongo) e anti-B-actina (Sigma, cat
# A5441, Camundongo), todos diluidos 1:1000 em solug&o de soro albumina bovina
- BSA 5%) por incubacdo de 14-16 h a 4° C. Posteriormente, estas membranas
foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario policlonal Cabra anti-lgG de
coelho acoplado a HRP (BioRad, cat # 170 5046) e Coelho anti-lgG de camundongo
acoplado a HRP, (BioRad, cat # 170 5047), diluigdo 1:1000 em TBS-T com 5% de
leite desnatado, por 1 h a temperatura ambiente. Ao final, os resultados foram
obtidos pela exposicdo das membranas aos reagentes de quimioluminescéncia e
visualizados em fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000 - GE). A intensidade e
quantificacdo das bandas foi realizada por densitometria (ImageQuant TL- GE),
sendo os valores normalizados pelos valores de densitometria dos controles internos

(a-tubulina e B-actina).

3.7 Analise do potencial de membrana mitocondrial

Células NIH-3T3 foram cultivadas por 2 dias nas condi¢gdes descritas no item
3.4 e posteriormente semeadas (2,3 x 10*) em placas de 35 mm com fundo de vidro
(Maktek). Apos 3 horas de adesédo, Tapsigargina 1 uyM foi adicionada somente as
células cultivadas para avaliacdo do controle positivo e mantidas por 24 horas nesta
condigdo. Apos este periodo (3° dia), células dos trés grupos experimentais (controle
CT- 5 mM (glicose, elevada concentracdo se glicose - 30 mM glicose e controle
positivo TG — 5 mM glicose) foram marcadas in vivo para analise do potencial de
membrana das mitocéndrias, utilizando marcador fluorescente JC-1 (Molecular
Probes®) na concentragdo de ~0,5 mM (2,5 pg/ml), conforme instrugbes do
fabricante. Trata-se de uma sonda catibnica que exibe um acumulo mitocondrial
dependente de potencial de membrana, que emite fluorescéncia do verde (~525 nm)
ao vermelho (~590 nm). A despolarizagdo mitocondrial é indicada pela redug¢ao do
sinal vermelho em relagdo ao verde. A razdo de sinal verde/vermelho € dependente

apenas do potencial de membrana e ndo de outros fatores como tamanho, formato e
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densidade de mitocdndrias. As células foram incubadas em condi¢cdes de cultura por
30 minutos em meio contendo JC-1. Apds os respectivos periodos, as marcagoes
foram analisadas em microscopio confocal Zeiss LSM 780, com objetiva alpha-plan
Apochromat 100 x/1.46 imers&o Oleo e em sistema de incubagdo com controle de
atmosfera e temperatura, no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP) da
USP.

3.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando os programas Excel e GraphPad
Prisma (versédo 5.0). O teste t de Student foi empregado para analises de apenas
duas populagdes e Analise de Variancia one-way (ANOVA) com pds-teste de Tukey
para mais de duas populacdes. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da elevada concentracio de glicose sobre a morfologia de fibroblastos NIH-
313

Como pode ser observado na Figura 1, a analise por microscopia eletrénica
de transmissdo das células NIH-3T3 expostas a elevada concentragdo de glicose
por 3 dias mostrou que essas células apresentaram expansdo do RE com uma
dilatacdo das cisternas, quando comparadas as células controle, cultivadas em uma

concentracéo fisiologica de glicose.

Também observamos que um grande numero de células NIH-3T3 expostas a
alta concentragao de glicose apresentou alteragdes na morfologia das mitocéndrias,
enquanto em outras ceélulas do mesmo cultivo estas alteragbes ndo foram
observadas (Figura 1). A preservacdo mitocondrial na amostra sugere que o
protocolo de fixacdo foi adequado; o fato das células controle apresentarem
mitocdndrias preservadas é uma segunda confirmagao, ja que o processamento foi
realizado paralelamente. Outra alteragdo observada foi um aumento no numero de
vacuolos intracelulares com conteudo desconhecido nas células NIH-3T3 expostas a

elevada concentragao de glicose (ndo mostrado).
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tos da glicose elevada na morfologia de fibroblastos NIH-3T3. Células NIH-3T3

foram expostas a concentragdes fisiol
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alterada.

dias. A morfologia celular foi analisada por microscopia eletr
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4.2 Efeitos da elevada concentracgio de glicose sobre a expressio de proteinas da UPR

Com base nas alteragdes morfoldgicas descritas acima, decidimos investigar
se a concentragdo alta de glicose poderia estar ativando a UPR nessas células. Para
isso, analisamos a expressido de trés proteinas que séo ativadas durante a UPR:
XBP1s, CHOP e a chaperona BiP. Estes experimentos foram realizados tanto em
células NIH-3T3 como em culturas primarias de fibroblastos provenientes de ratos

controle e diabéticos.

Células NIH-3T3 apresentaram expressao basal de XBP1s, a qual nao foi
alterada em células expostas a concentracdo elevada de glicose (Figura 2). A
capacidade dessas células em ativar a UPR, no entanto, foi confirmada pela
exposi¢cao a Tapsigargina (TG), um indutor de estresse do RE, que aumentou a
expressdo de XBP1s (Figura 2). Em fibroblastos dérmicos derivados de animais
controle e diabéticos nédo foi possivel identificar a expressdo da proteina XBP1s

(resultados ndo apresentados).

A expressdo da proteina CHOP/GAD153, que pode ser ativada pelos 3
bracos da UPR (IRE1, ATF6 e PERK), ndo foi modulada pela variacdo da
concentracédo de glicose em células NIH-3T3, mas foi induzida nessas células por
tapsigargina (TG) (Figura 3). Um resultado semelhante foi observado em fibroblastos
dérmicos derivados de ratos controle e diabéticos, sendo que a expressdo de CHOP

foi induzida somente pelo tratamento com TG (Figura 4).

A expressao da proteina BiP n&o foi alterada pela variagcido na concentragao
de glicose em células NIH-3T3, embora as células tenham respondido positivamente
a Tapsigargina, aumentando sua expressdo (Figura 5). No entanto, fibroblastos
dérmicos derivados de ratos diabéticos mostraram uma redug¢ao da expressao dessa
chaperona quando comparados a fibroblastos derivados de animais controle (Figura
6). Conforme esperado, um aumento dos niveis de BiP/GRP78 foram observados

quando essas células foram tratadas com tapsigargina.

A sonda fluorescente JC-1, que indica o potencial de membrana mitocondrial,
apresentou marcagcao similar em células NIH-3T3 expostas a concentracdes

fisiologica ou elevada de glicose durante 3 dias (Figura 7). A razédo verde/vermelho
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aumentada seria compativel com alteragbes mitocondriais relacionadas a

despolarizacdo da membrana.
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Figura 2 - O splicing alternativo de XBP1 nado é modulado pela glicose em células NIH-3T3.
Células NIH-3T3 foram expostas a concentragées fisioldgicas (CT) ou elevadas (HG) de
glicose por trés dias ou a tapsigargina (TG) ou DMSO (veiculo da TG) por 24 h. O lisado
celular foi utilizado em ensaios de western blotting para avaliar XBP-1s e a-tubulina
(utilizada para controle da quantidade de proteina aplicada ao gel). A. figura representativa
de 4 experimentos independentes e B. quantificagdo dos resultados por densitometria,
apresentado como média + SE. * P < 0,05 por teste t pareado contra o seu respectivo
controle.
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Figura 3 - A expressdao de CHOP nao é induzida pela glicose elevada em células NIH-3T3.
Células NIH-3T3 foram expostas a concentragées fisioldgicas (CT) ou elevadas (HG) de
glicose por trés dias ou a tapsigargina (TG) ou DMSO (veiculo) por 24 h. O lisado celular
foi utilizado em ensaios de western blotting para avaliar CHOP e B-actina (utilizada para
controle da quantidade de proteina aplicada ao gel). A. figura representativa de 4
experimentos independentes e B. quantificagdo dos resultados apresentada como média +
SE. * P < 0,05 por teste t pareado contra o seu respectivo controle.
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Figura 4 - O diabetes mellitus ndo altera a expressdo de CHOP em fibroblastos dérmicos.
Fibroblastos da derme obtidos de ratos controle (CT) ou diabéticos (DB) foram cultivados
em concentragbes fisioldgicas (CT) ou elevadas (DB) de glicose ou expostos a
tapsigargina (TG) ou DMSO (veiculo) por 24 h. O lisado celular foi utilizado em ensaios de
western blotting para avaliar CHOP e B-actina (utilizada para controle da quantidade de
proteina aplicada ao gel). A. figura representativa de 2-6 experimentos independentes e B.
quantificacdo dos resultados mostrado como média + SE. * P < 0,05 por teste t pareado
contra o seu respectivo controle.
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Figura 5 - A expressdo de BIP/GRP78 ndao é modulada pela glicose elevada em células NIH-
3T3. Células NIH-3T3 foram expostas a concentragdes fisiologicas (CT) ou elevadas (HG)
de glicose por trés dias ou a tapsigargina (TG) ou DMSO (veiculo) por 24 h. O lisado
celular foi utilizado em ensaios de western blotting para avaliar BiP e a-tubulina (utilizada
para controle da quantidade de proteina aplicada ao gel). A. figura representativa de 4
experimentos independentes e B. quantificagdo dos resultados apresentada como média +
SE. * P < 0,05 por teste t pareado contra o seu respectivo controle.
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Figura 6 - Hiperglicemia diminui a expressio de BIP/GRP78 em cultura primaria de
fibroblastos de rato. Fibroblastos da derme obtidos de ratos controle (CT) ou diabéticos
(DB) foram cultivados em concentragées fisiolégicas (CT) ou elevadas (DB) de glicose ou
expostos a tapsigargina (TG) ou DMSO (veiculo) por 24 h. O lisado celular foi utilizado em
ensaios de western blotting para avaliar BiP e B-actina (utilizada para controle da
quantidade de proteina aplicada ao gel). A. figura representativa de 2-6 experimentos
independentes e B. quantificagdo dos resultados apresentada como média + SE. * P <
0,05 por teste t pareado contra o seu respectivo controle.
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Controle : Glicose Elevada

Figura 7 - Alta concentragao de glicose nao altera significativamente o potencial de membrana
mitocondrial. Células NIH-3T3 foram expostas a concentragdes fisioldgicas ou elevadas
de glicose por trés dias. As células vivas foram incubadas com a sonda JC-1 por 30
minutos e foram analisadas por microscopia confocal a laser sob temperatura e atmosfera
controlados. Os sinais verde e vermelho sdo mostrados separadamente ou em conjunto.
Barra =5 um.
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5 DISCUSSAO

Células NIH-3T3 expostas por 3 dias a elevada concentragdo de glicose
apresentaram expansdo do RE com dilatacdo das cisternas, como observado por
microscopia eletrénica de transmissdo. Alteragbes similares ja haviam sido
observadas em fibroblastos dérmicos derivados de ratos diabéticos (ALMEIDA,
2011). Essa observacdo € importante e mostra caracteristicas em comum entre
fibroblastos expostos a elevada glicose in vitro por um curto periodo de tempo e
fibroblastos derivados de ratos diabéticos, com 30 dias de DM.

Alteragdes morfologicas similares foram previamente relatadas em leveduras
sofrendo estresse do RE (SCHUCK et al., 2009). O RE & um grande e continuo
sistema de membranas, responsavel pelo enovelamento de proteinas que entram na
via secretéria e um importante sitio de biossintese de lipidios de membrana. O
tamanho e o formato do RE podem mudar drasticamente (BORGESE; FRANCOLINI;
SNAPP, 2006; FEDOROVITCH; RON; HAMPTON, 2005). O estresse do RE, em
qualquer tipo celular, aumenta a carga de proteinas no lumen do RE que seréo
enoveladas corretamente ou degradadas; um RE maior € necessario nessas
circunstancias, para acomodar essa maior quantidade de proteinas. Além disso, a
expansdo do RE ocorre concomitantemente a ativagado de genes da UPR e aumento
da quantidade de chaperonas (RON; WALTER, 2007).

Nés também observamos que as mitocéndrias de células expostas a glicose
elevada por 3 dias apresentaram alteracbes em sua morfologia, com aspecto similar
ao fenbmeno denominado “mitochondrial swelling” (DARIOS, 2003). Esse fenémeno
esta geralmente relacionado a perda da permeabilidade da membrana mitocondrial,
levando a sua disfungdo. Esse processo poderia estar relacionado, por exemplo, a
um prejuizo na regulacdo de Ca®" entre o RE e mitocdndria (DENIAUD et al., 2008).
A relacdo entre estresse de RE e disfungdo mitocondrial esta, com frequéncia,
intimamente ligada a inducdo de apoptose (GURZOV; EIZIRIK, 2011). Em nosso
modelo, porém, apesar de observarmos a alteragdo morfolégica nas mitocondrias,
nao observamos uma redugao na viabilidade das células NIH-3T3 expostas por 3
dias a elevada glicose (dado ndo apresentado). Alteragdes morfologicas similares as
observadas por nds foram também descritas em células com ativacdo da UPR
(HOYER-HANSEN;JAATELA, 2007; KARASKOQV et al., 2006; SCHUCK et al., 2009;
SRIBURI et al., 2004).
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Estes resultados diferem daqueles observados previamente por ndés em
fibroblastos dérmicos derivados de ratos diabéticos (30 dias de DM) (ALMEIDA,
2011). Naquele estudo observou-se um aumento do numero de mitocéndrias, que
apresentavam aspecto normal. Uma possibilidade que poderia explicar a
discrepéancia entre os dois modelos experimentais € o tempo de exposi¢céo a glicose
elevada. Enquanto uma exposicdo aguda (3 dias) ocasionaria o “mitocondrial
swelling”, uma exposi¢éo cronica (30 dias) permitiria uma adaptacédo das células ao
metabolismo aumentado da glicose, gerando um aumento do numero de
mitocdndrias e, consequentemente, maior eficiéncia da fungédo mitocondrial.

Em condigbes de exposi¢cdo aguda a glicose, no entanto, apesar do aspecto
observado nas mitocondrias, o indicador de potencial de membrana mitocondrial JC-
1 n&o mostrou diferengas significativas entre células expostas as concentragdes
fisiologica ou suprafisioldgica de glicose. Esperava-se, talvez, um aumento da fragéo
de sinal verde/vermelho em células que apresentavam mitocéndrias alteradas.
Embora a analise por microscopia confocal tenha sido qualitativa e ndo quantitativa,
as fotomicrografias apresentadas sugerem similaridade de sinais. Este resultado
sugere a possibilidade de que as alteragdes na morfologia mitocondrial possam
estar associadas a uma adaptacdo as condicbes ambientais e que sejam
transitérias, ndo induzindo a morte celular por apoptose. Esta hipbtese é reforcada
pela auséncia de diferencas na viabilidade celular entre células expostas as duas
concentracdes de glicose.

Para investigar a hipotese de que células expostas a glicose elevada
apresentavam ativacdo da via UPR, analisamos a expressao de diferentes
marcadores desta via por western blotting: XBP1s, CHOP e BIP. Células controle
apresentaram expressao basal de XBP1s e esta expressdo ndo foi alterada pela
exposicao a glicose elevada. A capacidade dessas células em ativar a UPR, no
entanto, foi confirmada com o uso de Tapsinagina, um indutor de estresse do RE.
Em fibroblastos dérmicos de animais controle ou diabéticos nao foi possivel observar
uma expressao basal ou estimulada de XBP1s (mesmo na presenca de
Tapsigargina). Sabe-se que XBP1s € necessaria e suficiente para promover uma
expansao do RE, sendo importante para o funcionamento e desenvolvimento desta
organela (SHAFFER et al., 2004; SRIBURI et al., 2004). Em células secretoras,
como os fibroblastos, que naturalmente possuem grande demanda funcional sobre o

RE, uma expressao basal de XBP1s estaria justificada, pela necessidade de rapida
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sintese e enovelamento proteico (LEE et al., 2005; REIMOLD et al., 2001; SRIBURI
et al.,, 2004). De fato, o knockdown para XBP1s em fibroblastos diminuiu a
capacidade de adaptacdo destas células a situacbes de estresse e modulou a
expansdo do RE em resposta a alta demanda de secregao proteica (SRIBURI et al.,
2004, 2007).

A indugédo da UPR durante o estresse do RE pode envolver simultaneamente
os trés bragos da via, ou seja, PERK, IRE1 e ATF6 (KAUFMAN, 1999; RON;
WALTER, 2007). Alternativamente, a ativagdo pode ocorrer parcialmente,
dependendo do estimulo ou tipo celular (CARDOZO et al.,2005; GORMAN et al.,
2012). A n&o alteracédo da expressao de XBP1s nos levou ao estudo da expresséo
de CHOP em células expostas a glicose excessiva. Esta proteina é induzida por
elevada concentragao de glicose em células 3 pancreaticas, por exemplo (BROCA et
al., 2014) e também em podacitos (CAO et al., 2014). Em nosso modelo, porém, n&o
observamos indugdo de CHOP, a n&o ser quando as células (NIH-3T3 ou
fibroblastos dérmicos) foram tratadas com Tapsigargina. A expressdo de CHOP é
normalmente observada quando as células ndo sdo capazes de recuperar a
homeostase do RE ou se adaptar as condicbes que levam a ativacdo da UPR,
ocorrendo entdo a indugdo de apoptose (RAO; BREDESEN, 2004; RON; WALTER,
2007). A apoptose, por sua vez, € considerada um importante mecanismo para a
homeostase de diferentes organismos, eliminando células que ndo s&o capazes de
funcionar corretamente. Em nosso modelo experimental, a exposicdo a elevada
concentragdo de glicose leva a disfungdes celulares como defeitos na migracéo,
mas nao altera o indice de morte celular. Essa protegao poderia estar associada a
um mecanismo pelo qual a célula, mesmo sofrendo estresse que leva a sua
disfuncdo, ndo apresenta a indugdo de mecanismos que levem & sua apoptose. E
preciso considerar que as células tratadas com um bloqueador irreversivel da bomba
de Ca®** e indutor de estresse, Tapigargina, apresentaram inducdo de CHOP e
sofreram aumento de morte celular (resultados ndo apresentados).

Outra proteina que é induzida pelos 3 bragos da UPR é a chaperona
BiP/GRP78 (RON; WALTER, 2007). A chaperona BiP é extremamente importante
para o enovelamento apropriado no RE e controle de qualidade das proteinas que
vao para as vias secretoérias. Tal qual os resultados obtidos para XPB1s, em células
NIH-3T3 expostas a elevada concentragcdo de glicose, ndo foram observadas

alteragdes na expressdo de BIiP. Fibroblastos dérmicos derivados de ratos
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diabéticos, por outro lado, apresentaram uma diminuicdo na expressao de BiP
gquando comparados a fibroblastos de animais controle. Em podécitos foi mostrado
gque um aumento da expressdo de BiP pode ocorrer em 12 e 24 horas apés a
exposicao a elevada concentracdo de glicose, mas esses niveis diminuiram em 72
horas (CAO et al.,, 2014). Em nosso modelo com células NIH-3T3 n&o foram
verificadas exposigcbes com tempo inferior a 70 horas (3 dias), portanto, ndo é
possivel afirmar se as células realmente ndo induziram BiP ou se isso ja ocorreu em
periodos precoces. Considerando que BiP € um importante modulador da UPR
(RON ;WALTER, 2007), sua diminuicdo em fibroblastos dérmicos pode refletir uma
adaptacao destas células ao estado diabético.

Em conjunto, esses resultados sugerem que fibroblastos expostos a elevada
concentragdo de glicose agudamente (3 dias) ou cronicamente (30 dias) n&o
apresentam sinais de ativagcdo da via UPR no periodo avaliado, embora varias
funcgdes celulares como migragao celular e adesdo a MEC estejam prejudicadas
(ALMEIDA, 2011; LAMERS et al., 2011). E possivel que o estimulo avaliado (glicose
elevada) ndo seja suficiente para esta ativagdo, ou que a ativagédo seja incompleta,
ao contrario do que foi observado com o estimulo Tapsigargina. O fato das células
exibirem um aumento no tamanho do RE, bem como um aumento da vacuolizagao
em resposta a elevada concentragdo de glicose extracelular (ALMEIDA, 2011), nos
sugere que essas alteragbes podem ndo estar associadas a UPR.
Interessantemente, em leveduras, foi mostrado que a expansdo de membranas do
RE pode aliviar o estresse do RE, independentemente de um aumento dos niveis de
chaperonas, havendo um desacoplamento entre o tamanho do RE e a ativacédo da
UPR. Assim, o aumento do volume do RE através da biossintese de membranas
lipidicas € uma parte distinta de um programa para superar o estresse do RE. Essa
observacao aponta para o papel da expansdo de membranas também durante a
UPR, quando o tamanho do RE e o0s niveis de chaperonas aumentam
simultaneamente, promovendo maior espaco luminal para acomodar novas
proteinas para o maquinario de enovelamento. Um RE expandido pode tolerar mais
proteinas mal enoveladas antes da perda de fungdo, ou promovendo o seu
enovelamento apropriado. Além disso, o volume do RE durante o enovelamento
diminui a concentragdo de proteinas mal enoveladas, reduzindo a possibilidade da
formagao de agregados proteicos (APETRI; HORWICH, 2008).
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostram que a exposicao de fibroblastos a
glicose elevada no meio extracelular em dois modelos experimentais (fibroblastos de
linhagem murina expostos agudamente a glicose e fibroblastos dérmicos de animais
diabéticos) apresentam alteragcbes morfoldégicas similares no  reticulo
endoplasmatico, como dilatagdo das cisternas. Por outro lado, a morfologia
mitocondrial é diferente, embora alteracdes funcionais ndo tenham sido observadas.
Os resultados também sugerem que a glicose elevada nado induziu a ativagéo da via
UPR em relagdo as proteinas (XBP1s, CHOP e BiP) e ao periodo avaliado. E
possivel que as alteragbes morfologicas intracelulares observadas estejam
relacionadas a uma adaptacdo destas células ao ambiente hiperglicémico, com

funcao protetora.
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