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RESUMO

ALMEIDA, M. E. S. Papel da glicacao do colageno | e da alta concentragao de glicose

sobre a migragao de fibroblastos. 2015. 138 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual).
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de desordens metabdlicas caracterizado pela hiperglicemia
cronica. A metabolizacdo da glicose elevada gera o estresse oxidativo e a glicosilacdo nao
enzimatica de proteinas (glicacdo), gracas a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs). Estes dois fatores sdo responsaveis pela maioria das complicacdes de longo prazo desta
doenca, dentre elas a cicatrizacdo deficiente de feridas. Durante a cicatrizacdo, fibroblastos
proliferam, migram, secretam e degradam matriz extracelular (MEC), além de secretar fatores
de crescimento e de se diferenciar em miofibroblastos. De maneira geral, os componentes da
MEC do tecido conjuntivo, como o colageno, possuem meia-vida longa e estdo sujeitos ao
acumulo de AGEs. Estudos prévios demonstraram que a glicose elevada reduz a migracdo de
células (inclusive fibroblastos) in vitro ou fibroblastos derivados de animais diabéticos. Este
estudo teve como objetivos: 1) avaliar o papel da glicacdo do coldgeno | sobre a migracdo de
fibroblastos dérmicos derivados de animais controle e diabéticos e 2) avaliar o efeito da alta
concentracdo de glicose sobre a contratilidade celular, utilizando fibroblastos NIH-3T3. Utilizou-
se acido glioxilico para glicagdo in vitro do colageno | obtido de cauda de rato. A glicagdo foi
eficiente, havendo aumento de AGES e reducdo de aminas livres. A glicacdo ndo inibiu a
polimerizacdo do colageno, mas a matriz apresentou fibras mais espessas. Houve reducdo da
elasticidade e da resisténcia a tracdo no colageno glicado. Em comparacao ao controle, células
derivadas de diabéticos apresentaram migracao reduzida e maior co-localizacdo de a-actina de
musculo liso com fibras de estresse. Em todas as células, o colageno glicado atrasou o
espraiamento inicial e reduziu a velocidade de migracao. Em células derivadas de diabéticos a
migracdo foi completamente inibida, houve redug¢do de integrinas Bl nas adesbes e a
proliferagao foi reduzida. Propriedades viscoeldsticas do citoesqueleto também foram alteradas.
Em células NIH-3T3, a glicose elevada (30 mM) reduziu fibras de estresse e houve dificuldade de
retracdo da parte traseira das células. A adesdo, espraiamento e polaridade ndo foram
alterados, mas houve redugdo na velocidade de migragao e aumento da direcionalidade celular.
Inibidores das cinases ROCK e MLCK promoveram efeitos diferenciados em células controle e
sob glicose elevada, alterando a morfologia e velocidade celulares. A expressdao de miosinas IIA
(MIIA) e 1IB (MIIB) ndo foi alterada pela glicose, mas houve alteracdo da distribuicdo intracelular
de MIIB e menor fosforilacdo da cadeia leve de miosina |, sugerindo menor contratilidade.
Ensaios utilizando Traction Force Microscopy mostraram uma menor forca sobre o substrato
exercida por células expostas a glicose elevada. Informagdes sobre a regulacdo do citoesqueleto
em fibroblastos expostos a glicose elevada, assim como sobre o comportamento destas células
derivadas de animais controle e diabéticos frente a uma matriz modificada pela glicose elevada,
mais préoximo do que ocorre in vivo, contribuem significativamente para uma melhor
compreensao da cicatrizagao deficiente na pele de individuos diabéticos.

Palavras-Chaves: Diabetes Mellitus. Fibroblasto. Glicacdo do colageno I. Migracao.
Miosina Il. Cicatrizacdo de feridas.



ABSTRACT

ALMEIDA, M. E. S. Roles of collagen | glycation and high glucose concentration on

fibroblast migration. 2015. 138 p. Ph D. Thesis (Cell Biology and Tissue). Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Diabetes Mellitus (DM) is a group of metabolic disorders characterized by chronic
hyperglycemia. Glucose metabolism generates oxidative stress and non-enzymatic protein
glycosylation (glycation), due to the formation of advanced glycation end products (AGEs). These
two factors are responsible for the majority of long-term complications of the disease, including
impaired wound healing. During the healing process, fibroblasts proliferate, migrate, secrete
and degrade extracellular matrix (ECM), and secrete growth factors that regulate other cell
types. They also differentiate into myofibroblasts. The components of connective tissue ECM,
such as collagen, have long half-lives and are subject to the accumulation of AGEs under
hyperglycemic conditions. Previous studies have shown that high glucose in vitro reduces cell
migration (including fibroblasts), as well as the migration of fibroblasts derived from diabetic
animals. This study aimed to: 1) evaluate the role of type | collagen glycation on migration of
dermal fibroblasts derived from control and diabetic rats and 2) evaluate the effects of a high
glucose concentration on cell contractility, important to cell migration, using NIH 3T3 fibroblasts.
Glyoxylic acid was used for in vitro glycation of collagen | obtained from rat tails. Glycation was
efficient, with increase of advanced glycation end products and a reduction of free amines.
Glycation did not inhibit collagen polymerization, but the matrix fibers were apparently thicker,
suggestive of increased intermolecular crosslinking. There was a reduction of elasticity and
tensile strength in glycated collagen. Compared to the control, cells derived from diabetics
showed reduced migration and increased co-localization of smooth muscle a-actin with stress
fibers (intracellular bundles of actin and myosin 1l). In all cells, glycated collagen delayed the
initial spreading and reduced migration velocity. In cells derived from diabetic rats migration
was completely inhibited, there was great reduction of integrins containing the B1 subunit in
adhesions and the proliferation was reduced. Viscoelastic properties of the cytoskeleton were
also altered under these conditions. In NIH-3T3 cells, high glucose (30 mM) decreased the
amount of stress fibers and there was difficulty in the retraction of the cell rear. Adhesion,
spreading and polarity did not change, but there was a reduction in migration speed and
increased cell directionality. Inhibition of ROCK and MLCK kinases differentially affected
migration of cell cultured under low and high glucose, altering cell morphology and speed. The
expression of myosin IIA (MIIA) and 1IB (MIIB) was not affected by glucose, but there was a
change in the intracellular distribution of MIIB and lower phosphorylation of the myosin Il light
chain, suggesting less contractility. Assays using Traction Force Microscopy showed a smaller
force exerted on the substrate by cells exposed to high glucose. Information on the regulation of
the cytoskeleton in fibroblasts exposed to high glucose, as well as on the behavior of these cells
derived from control and diabetic animals on a matrix modified by high glucose, more similar to
what occurs in vivo, significantly contribute to a better understanding of impaired wound
healing on the skin of diabetic individuals.

Keywords: Diabetes Mellitus. Fibroblast. Collagen | Glycation. Migration. Myosin Il.
Wound healing.
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pN = PicoNewton

RAGE = Receptor de AGE

RB = Tampado de reconstituicdo

ROCK = cinase de Rho

SBF = Soro fetal bovino



SHG = Second harmonic generation

TBS = Tampao Tris-salina

TFM = Microscopia de forca de tracao

TGF-B= Fator de crescimento transformante 8
a-SMA= Alfa actina de musculo liso

Y-27632= Inibidor de ROCK
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1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de desordens metabdlicas que acomete mais de
360 milhdes de pessoas no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013) e,
independentemente da sua etiologia, caracteriza-se pela hiperglicemia croénica. Na
hiperglicemia ocorre um aumento da capta¢ao de glicose pelas células, que ocasiona um
aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas mitocondrias. EROs
sdo altamente reativas, sendo capazes de interagir com proteinas e alterar sua funcao.
Além do estresse oxidativo, que deriva de um desequilibrio entre a geracdo de EROs e a
defesa antioxidante celular, um evento frequente no DM é a glicacdo de moléculas,
processo aleatdrio e espontaneo que ocorre entre carbonilas de aglcares e por¢ao amina
de proteinas, formando produtos irreversiveis de glicacdo avancada (AGEs), que sdo
insoltveis (DEGENHARDT; THORPE; BAYNES, 1998). Proteinas com meia vida longa como o
colageno sdo mais sujeitos a glicacdo ao longo dos anos. Além disso, o coldgeno possui os
aminodacidos mais reativos a glicacdo, como a lisina e arginina. Estudos investigam os
efeitos da glicacdo sobre propriedades fisicas da matriz extracelular (MEC) e o que poderia
afetar sua interacdo com as células (CHEN et al., 2002; FRANCIS-SEDLAK et al., 2009;
HARTOG et al., 2005). Para isso, utiliza-se com frequéncia a glicacdo in vitro do colageno
por variados agentes glicantes, como o acido glioxilico e glioxalato de sédio.

Dentre as complicag¢des clinicas mais frequentes do paciente com DM encontram-se a
retinopatia, nefropatia, cardiopatia, microangiopatia, neuropatia e cicatrizacdo deficiente
gue, juntamente com outros fatores, contribui para as feridas cronicas, principalmente em
membros inferiores. Estas feridas cronicas possuem elevada incidéncia, comprometem a
qualidade de vida dos pacientes e acarretam custos elevados para o sistema publico de
saude.

No DM o processo de cicatrizacdo cutdnea encontra-se alterado em diferentes
aspectos, incluindo células inflamatérias, células endoteliais, queratindcitos e
fibroblastos/miofibroblastos; estes Gltimos produzem diversos fatores de crescimento,

proteinas da MEC e metaloproteinases de matriz (MMPs). Pelo fato de fibroblastos
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desempenharem fungdo central na cicatrizacdo e reparacao de tecidos lesados e de serem
os principais constituintes celulares do tecido conjuntivo, responsaveis por sintetizar e
degradar os componentes da MEC, sua alteracdo funcional pode afetar significativamente
a cicatrizagdo. Apesar de sua importancia, poucos estudos avaliaram detalhadamente o
papel da hiperglicemia sobre fibroblastos. Loots et al. (1999, 2002) demonstraram que
fibroblastos derivados de ulceras cronicas de pacientes hiperglicEmicos proliferam menos
gue aqueles derivados de pacientes normoglicmicos e respondem diferentemente a
fatores de crescimento mitogénicos. Ainda, Lerman et al. (2003) mostraram que a
migragao de fibroblastos provenientes de camundongos diabéticos foi diminuida em torno
de 75%,; estes fibroblastos também eram menos responsivos a hipdxia, produziam menos
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e mais metaloproteinase-9 (MMP-9). Mais
recentemente, foi observado que a glicose elevada afeta negativamente a migracdo de
fibroblastos, reduzindo a sua velocidade e direcionalidade (LAMERS et al.,, 2011). Este
efeito foi acompanhado de um aumento da freqiiéncia de formacdo de protrusdes de
membrana instaveis e pouco persistentes. A menor persisténcia destas protrusdes, por
sua vez, foi acompanhada de uma diminuicdo da maturacdo das adesdes junto a MEC, um
processo que depende da atividade de miosina Il. Naquele estudo observou-se também
gue muitos dos efeitos da glicose excessiva foram parcialmente ou totalmente revertidos
pelo tratamento com um agente antioxidante (N-acetilcisteina - NAC), demonstrando que
estavam associados ao estresse oxidativo (LAMERS et al., 2011).

A migracdo celular é um processo ciclico que envolve a protrusdo de um processo
celular na direcao do movimento denominado lamelipddio, rico em filamentos de actina,
com a formacdo de adesdes ao substrato de MEC. Posteriormente algumas adesdes
amadurecem e servem como pontos de insercdo de feixes contrateis de actina e miosina Il
(fibras de estresse), que fazem a contracao do corpo celular e impulsionam a célula para a
frente. Fibroblastos derivados de ratos diabéticos apresentam menor expressdao de

receptores de fibronectina (integrinas contendo subunidades av e a5) na superficie celular
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e uma reduzida fibrilogénese de fibronectina pericelular (em fase de elaboracdo)*. Além
disso, apresentam uma cauda alongada, morfologia tipica de células com deficiéncia de
contratilidade, e diminuicdo da velocidade migracdo também sobre coldgeno |, em matriz
bidimensional ou tridimensional (ALMEIDA, 2011).

Considerando que in vivo os fibroblastos dérmicos em condigdes de hiperglicemia
migram deficientemente em um microambiente contendo componentes da MEC afetados
pela glicacdo, este estudo abordou aspectos relacionados a deficiéncia de migracdo

promovida pela glicose em fibroblastos frente a MEC (colageno I) normal e MEC glicada.

! Almeida MES, Monteiro KS, Kato EE, Sampaio SC, Braga TT, Camara NOS, Lamers ML, Santos MF.
Diabetes Mellitus Reduces the Cell Surface Expression of Fibronectin Receptors in Rat Dermal Fibroblasts
and Impairs Cell Adhesion and Migration. 2015.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus- considerag¢es gerais

Todos os tipos de DM sdo caracterizados pela hiperglicemia e pela perda relativa
ou absoluta da agdo de insulina, levando aos quadros classicos das complicagdes de longo
prazo desta doenca (GIACCO; BROWNLEE, 2010).

A elevada concentragado de glicose extracelular aumenta o fluxo na via glicolitica,
dependendo da quantidade de glicose captada pelas células. A glicose é uma molécula
hidrofilica, necessitando de transportadores especificos para ser transportada para o meio
intracelular. Intracelularmente, com as sucessivas etapas da glicdlise, a glicose gera
piruvato, que pode ser convertido em lactato no citosol ou ser levado até a mitocondria
onde é convertido a Acetil CoA e, por meio do ciclo de Krebs e da cadeia transportadora
de elétrons, contribui para a sintese de ATP. No DM, em alguns tipos celulares, ha
aumento da captacdo de glicose pelas células frente a hiperglicemia, ocasionando um
aumento do metabolismo da glicose e consequente aumento de atividade da cadeia
transportadora de elétrons, ocasionando um aumento na geracdo de EROs pela
mitocOndria. EROs sdo altamente reativas, sendo capazes de interagir com proteinas e
alterar sua funcdo. Na via glicolitica, o aumento de EROs leva a uma diminuicdo da
atividade da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), enzima chave da via,
responsavel pela conversdao de gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, com a
liberacdo de H*. A atividade reduzida desta enzima leva ao acimulo de metabdlitos de
etapas anteriores desta via, como frutose-6-fosfato e glicose-6-fosfato, que sao substratos
para a via do poliol, via das hexosaminas, ativacao de diferentes isoformas da proteina
cinase C (PKC) e formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (Figura 1). De
maneira geral, a ativacdo destas vias bioquimicas contribui para a ocorréncia de
complicacoes devido ao aumento de geracdo de EROs e deplecdo de defesas antioxidantes

(BROWNLEE, 2001).

As alteragOes e complicagdes causadas pelo DM variam de acordo com o tecido e

com o tipo celular. Células que expressam altos niveis do transportador de glicose 1
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(GLUT1), como células endoteliais e fibroblastos, sdo incapazes de regular a concentragdo
de glicose intracelularmente, sendo mais susceptiveis aos danos da hiperglicemia (SINGH

et al., 2014).

T Glucose —> | Via do Poliol

1‘ Glucose 6-P

Via das

1‘ Frutose 6-P ——— N
Hexosaminas

Via da
proteina
Kinase C

/7
TGIiceraIdeidoB-P \
NAD* @
D J caron 4 0y

NADH

1,3- Difosfoglicerato

Figura 1- Vias metabdlicas intracelulares ativadas pelo metabolismo aumentado da glicose. A
superproducdo mitocondrial de espécies de oxigénio (O,), induzida pela hiperglicemia,
inibe parcialmente a enzima GAPDH, favorecendo a ativacdo das quatro vias que
potencializam o dano celular: (1) via do poliol, (2) via das hexosaminas, (3) via da PKC e
(4) formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs).

Além de EROs, evidéncias mostram que AGEs aumentados aceleram a severidade
das complicagdes do DM. Uma vez formados, AGEs, levam ao dano celular por trés
mecanismos: 1) as proteinas intracelulares modificadas pelo AGE possuem sua fungao
alterada; 2) as proteinas da MEC alteradas interagem de maneira incorreta com integrinas
(receptores de MEC), alterando as respostas de sinalizacdo intracelulares e 3) a ativacao
do receptor de AGEs (RAGE) gera diversas mudancas na expressdo génica e proteica
(GOLDIN et al., 2006).

Dentre as principais complicacdes clinicas do DM encontram-se: retinopatia,
nefropatia, cardiopatia, microangiopatia, neuropatia e a cicatrizacdo deficiente que,
juntamente com outros fatores, contribui para as feridas crbnicas, principalmente em
membros inferiores. Estas feridas crénicas possuem elevada incidéncia, comprometem a

gualidade de vida dos pacientes e acarretam custos elevados para o sistema publico de
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saude. Atualmente, no Brasil, dados da Sociedade Brasileira de Diabetes (2012) mostram
12 milhGes de pessoas com Diabetes Mellitus. Caso medidas adicionais as que ja existem
ndo venham a ser implementadas, a tendéncia desse niumero é aumentar, assim como o
gasto do sistema publico de saude. Ja que diversas complicagées do DM podem ser letais
a longo prazo e os hdabitos populacionais tém piorado, ha também uma tendéncia de

menor sobrevida desses pacientes.

2.2 Cicatrizacao de feridas - papel do fibroblasto e miofibroblasto

A cicatrizacdo é um processo fisiolégico que ocorre ao longo de varias fases,
culminando na homeostase tecidual e, por fim, restauracdo da integridade funcional do
tecido. Este processo envolve varios tipos celulares e pode ser divido em quatro fases: 1)
hemostasia; 2) inflamacdo; 3) formacdo do tecido de granulacdo e 4) remodelacao
tecidual.

Logo apds a injuria, as plaquetas se agregam e formam o tampdo plaquetdrio,
impedindo o extravasamento do sangue. Em seguida, ocorre a chegada de neutrdfilos,
iniciando a resposta inflamatdria aguda (1-2 horas) e sinalizando para a chegada de
macrofagos, que participam da resposta inflamatéria cronica (24-48 horas).

Durante o processo de cicatrizacdo de feridas ocorrem eventos como a
angiogénese, proliferacdo celular, migracdo de células para o local da lesdo, deposicdo e
remodelacdo da MEC (principalmente de colagenos tipos | e lll e fibronectina), contracdo e
remodelacdo da ferida. Estes processos envolvem diferentes tipos celulares,
principalmente fibroblastos/miofibroblastos e células epiteliais (queratindcitos e células
endoteliais) (MARTIN, 1997).

O fibroblasto é a principal célula presente no tecido conjuntivo, exercendo papel
central durante a cicatrizacdo de feridas e o remodelamento tecidual. Esta célula é
responsavel pela producdo de coldgeno, fibronectina, elastina e outros componentes da
MEC, além de produzir MMPs e serem importantes durante o remodelamento mecanico
da MEC. Ao final da fase inflamatéria os fibroblastos migram, proliferam e podem

diferenciar-se em miofibroblastos para formacao do tecido de granulagdo e para realizar o
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remodelamento da ferida. Além disso, os fibroblastos secretam fatores de crescimento,
como TGF-f e FGF, importantes para modular o comportamento de outros tipos celulares
(p. ex. queratindcitos e células endoteliais) e também atuam autocrinamente. Ao final,
dependendo do tipo e do local da lesdo, a cicatrizagdo culmina com o fechamento da
lesdo e reestabelecimento da integridade tecidual.

Diversos eventos importantes para a cicatrizagdo estao alterados em diabéticos: ha
diminuicdo da angiogénese (FALANGA, 2005), aumento de apoptose de queratindcitos e
células endoteliais (BAUMGARTNER-PARZER et al., 1995; DEVECI et al., 2005),
desequilibrio entre producdo e degradacdo de MEC por MMPs (NEELY et al., 2000; PIRILA
et al., 2007; VAALAMO et al.,, 1997), alteracdo na proliferacdo de queratindcitos
(SPRAVCHIKOQV et al., 2001) e na proliferacdo e migracdo de fibroblastos (LAMERS et al.,
2011; LERMAN et al., 2003) e na expressdo de integrinas e fibrilogénese de fibronectina
(em fase de preparacgio).’

Durante o processo de reparacdo tecidual, o fibroblasto residente na derme sofre
com a perda da integridade mecanica e rapidamente tenta recuperar o tecido lesado,
migrando para o local da lesdo, secretando principalmente colageno e fibronectina,
podendo adquirir o fenétipo de miofibroblasto. Morfologicamente, miofibroblastos sdo
caracterizados pela presenca de um aparato contratil constituido principalmente por
actina e miosina Il, formando as fibras de estresse. Had também a expressao de alfa-actina
de musculo liso (a-SMA), que é regulada pela atividade de TGF-B. Estas células
apresentam um reticulo endoplasmatico rugoso ativo, devido a sua intensa funcdo
secretéria (GABBIANI; RYAN; MAIJINE, 1971). Os feixes de actina e miosina dos
miofibroblastos inserem-se em complexos de adesdo a MEC de fibronectina denominados
fibronexos. Estes complexos fazem mecanotransducgao, transmitindo a forga gerada pela
contracdo das fibras de estresse para as proteinas da MEC localizadas no microambiente

(CHRZANOWSKA-WODNICKA, BURRIDGE, 1996; DUGINA et al., 2001) (Figura 2).

? Almeida MES, Monteiro KS, Kato EE, Sampaio SC, Braga TT, Camara NOS, Lamers ML, Santos MF.
Diabetes Mellitus Reduces the Cell Surface Expression of Fibronectin Receptors in Rat Dermal Fibroblasts
and Impairs Cell Adhesion and Migration. 2015.
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Fibroblastos Miofibroblastos

Figura 2- Morfologia de fibroblastos e miofibroblastos. Fibroblastos possuem morfologia de
célula mesenquimal, com actina na regido cortical e poucas adesdes. Durante o
processo de reparacao tecidual, os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos,
apresentando mais fibras de estresse, expressando alfa-actina de musculo liso (a-
SMA) e maiores adesGes ao substrato. A organizacdo do citoesqueleto contribui para
a organizagao da MEC.

2.3 Matriz extracelular

A MEC exerce um papel importante na regulagdo do desenvolvimento e
manuten¢do da homeostase dos tecidos e de células eucaridticas (MECHAM, 2012). E
formada por uma rede tridimensional de componentes nao celulares que estao presentes
em diferentes composicoes e organizacdes em todos os tecidos. Todos os drgdos possuem
uma MEC de composicdo Unica, definida nos estagios embrionarios. As funcdes da MEC
vao além de providenciar suporte fisico para a integridade e elasticidade dos tecidos; a
MEC é uma estrutura dindmica que estd em constante remodelamento para controlar a
homeostase tecidual (HYNES, 2009). Dentre outras funcdes, a MEC participa ativamente
da regulacdo da disponibilidade de fatores de crescimento, receptores, dos niveis de
hidratacdo tecidual e do pH local (LU et al., 2011; MECHAM, 2012; NABA et al., 2012;
ROZARIO, DE SIMONE, 2010).

Em mamiferos, a MEC é composta por aproximadamente 300 proteinas
(matrissoma), incluindo-se proteinas que contribuem para a formacdo de fibras como
coldgeno e glicoproteinas como fibronectina e lamininas (MECHAM, 2012; HYNES, NABA,
2012).
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2.3.1 Colageno

Os colagenos sao as proteinas mais abundantes da MEC. Foram identificados até o
momento 28 tipos de coldgeno, numerados com algarismos romanos (RICARD-BLUM,
2011). A estrutura basica de todos os colagenos é a tripla hélice, constituida por 3 cadeias
distintas potencialmente codificadas por genes diferentes. Existe uma diversidade de
isoformas moleculares para alguns tipos de colageno (ex. coldgenos IV e VI) (RICARD-
BLUM, 2011). Niveis adicionais de complexidade podem ser atribuidos aos coldgenos
devido a possibilidade de liberacdo de fragmentos bioativos apds a clivagem proteolitica e
a exposicdo de sitios cripticos associadas a mudangas conformacionais, devido
principalmente a intera¢cdes com glicosaminoglicanos, a desnaturacdo ou por forgas
mecanicas (RICARD-BLUM, 2011).

De maneira geral, o coldgeno constitui um tipo de familia de proteinas
selecionadas durante a evolugdo para exercer diferentes fungdes. Durante o processo de
evolucdo dos organismos, o coldgeno tornou-se especializado para exercer funcoes de
resisténcia a tracdo, tensao, rigidez e em alguns casos elasticidade, de acordo com o tipo e
os locais que podem ser encontrados, como por exemplo, tenddes, pele, osso, cartilagem,
musculo liso e lamina basal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Colagenos podem ser
subdivididos em subfamilias, baseados em sua estrutura supramolecular e funcao:
colagenos fibrilares, colagenos associados a fibrilas, coldgenos de ancoragem, coldgenos

que formam redes e coldgenos que formam longas fibrilas (RICARD-BLUM; BALLUT 2011).

2.3.1.1 Coldgeno tipo |

O coldgeno tipo |, fibrilar, constitui o tipo de coldgeno mais abundante em tecidos
conjuntivos como ossos, derme e tenddo. No estado fresco, estas fibras tém cor branca,
sdo birrefringentes, podendo ser encontradas em feixes densos ou frouxos. Por exemplo,

na derme, sdo encontrados em feixes densos ndo modelados (em diferentes direcdes),
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enguanto que no tenddo encontram-se na forma de feixes densos modelados (orientados
na direcdo da forga exercida pelo musculo sobre o tecido).

Provavelmente porque as fibrilas de coldgeno do tipo | sdo as mais abundantes e
amplamente distribuidas no organismo, sua biossintese é a mais estudada (Figura 3). Os
principais aminoacidos que constituem o coldgeno sdo a glicina (33,5%), prolina (12%) e
hidroxiprolina (10%). A biossintese de colageno em fibroblastos ocorre com a sintese de
cadeias polipeptidicas (pré-procolageno) nas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). Logo apds a quebra do peptideo sinal é formado o procolageno (cadeia a), ainda no
interior do RER. No RER ocorre também a hidroxilacdo de lisinas e prolinas, assim como a
glicosilacdo em residuos especificos de hidroxilisinas. Cada cadeia alfa é sintetizada com
dois peptideos de registro em suas por¢Ges amino e carboxiterminal, que permitem o
alinhamento das 3 cadeias a-hélice de maneira correta. O procoldgeno é entdo
transportado para o Complexo de Golgi e posteriormente secretado para o meio
extracelular com o auxilio de microtubulos. Na MEC, os peptideos de registro sao
removidos por peptidases (também secretadas pelos fibroblastos) e a molécula passa a
ser chamada de tropocolageno, sendo agora capaz de se polimerizar formando fibrilas e
dar origem as diferentes subfamilias conhecidas de coldgeno (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). No tecido as fibrilas de colagenos formam fibras, e as fibras se unem para formar
feixes.

A sintese de coldgeno envolve uma cascata prépria de modificacdes bioquimicas,
possibilitando defeitos, sejam por falhas enzimdaticas ou por processos patoldgicos.
Segundo Myllyharju e Kivirikko (2004) podem ocorrer hidroxilagdo em residuos de prolina
e lisina, glicosilagdo em residuos de lisina e hidroxilisina e sulfatacao em residuos de
tirosina que levam a uma interrup¢cdao na formacgdo da tripla hélice. A propriedade
mecanica de colagenos fibrilares é conferida pela presenca de ligacGes cruzadas do tipo
covalente, podendo ser: pontes dissulfeto (ESPOSITO; CAPUTO, 2005) pela via de lisil
oxidase e pela atuacdo de AGEs (AVERY; BAILEY, 2006).
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Tripla hélice de colageno tipo |

Figura 3- Representacdo esquematica do procoldgeno tipo I. O coldgeno tipo | é composto por 3
cadeias em a-hélice que se alinham nas suas extremidades. Adaptado de Brodsky e
Baum, 2008.

De uma maneira geral, a renovacao do coldgeno é muito lenta e, para que ocorra,
primeiramente ele precisa ser degradado por MMPs especificas, que sdao endopeptidades
dependentes de zinco, pertencentes a superfamilia das metzincinas. Estas enzimas
participam tanto de processos fisiolégicos (reparo tecidual, desenvolvimento) quanto em
processos patoldgicos (DM, metdstases, tumorigénese). Os colagenos dos tipos I, Il e llI
sao clivados principalmente pelas enzimas MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-14. O tipo | é
clivado também pela MMP-2 (KLEIN; BISCHOFF, 2011). As MMPs também contribuem
para a liberacdo de fragmentos bioativos (matrictriptinas), como p.ex. a endostatina e a
tumstatina (RICARD-BLUM; BALLUT, 2011).

Segundo Hynes (2009), os coldgenos fibrilares “ndo sdo apenas fibrilas bonitas”. As
fibrilas e fibras estdao imersas no ambiente extracelular, interagindo com varios receptores
celulares, na sua maioria integrinas como p. ex. alfl, a2p1, al0B1 e allpBl, todas
interagindo com o dominio GFOGER (HYNES et al. 2007, 2009; HUMPHRIES; BYRON, 2006;
LEITINGER; HOHENESTER, 2007). Vdérios fragmentos bioativos resultantes da clivagem do
colageno podem interagir com integrinas que classicamente ndao constituem receptores
de coladgeno, como p. ex. os receptores de fibronectina avB3, avB5, a3B1 e a5B1, que

reconhecem o dominio RGD, dentre outros (RICARD-BLUM; BALLUT 2011).

24 Alteragcoes de matriz extracelular em condicdes patoldgicas



33

Muitas patologias relacionadas com a MEC ocorrem por mutac¢des que envolvem
genes que codificam diferentes tipos de coldgeno. Terapias celulares sdo promessas para
distrofias como a epidermolisis bulhosa (KERN et al., 2009; CONGET et al., 2010) e
osteogenesis imperfecta (NIYIBIZI; LI, 2009).

Adicionalmente, alteracdes nas moléculas de MEC podem ser observadas em
doengas crénicas, como p. ex. no DM, cancer e artrite; processos fisiolégicos como o

envelhecimento também comportam alteragdes na MEC.

2.4.1 Glicagéo

A glicagdo é uma reacao de glicosilagdo ndao enzimatica e aleatdria que ocorre em
qualquer proteina, por envolver o grupo amina. Proteinas com meia-vida longa, como o
coldgeno, tendem a acumular mais AGEs. A formacdo de AGEs nao esta restrita ao DM;
ocorre ao longo da vida e, portanto, aumenta com a idade. Varios AGEs promovem a
ligacdo cruzada entre proteinas, contribuindo para uma insolubilizacdo progressiva; no
caso do coldgeno, hd um aumento gradual do seu grau de dureza em tecidos envelhecidos
(RICARD-BLUM, 2012).

No DM, o alto indice de glicose no liquido intersticial e sangue pode induzir a
glicagdo de varias proteinas estruturais, incluindo proteinas plasmaticas como a albumina
e o fibrinogénio e proteinas da MEC como o colageno (KHAN et al.,, 2009). A glicacdo
avancada é a principal via envolvida no desenvolvimento e progressao das diferentes
complicagdes que acometem os pacientes diabéticos, incluindo, neuropatia, retinopatia e
nefropatia (SINGH et al., 2014).

A reacdo de glicacdo ocorre entre grupamentos de aminas livres de proteinas e
grupamentos carbonilas de agucares reduzidos e é conhecida também como reacdo de
Maillard (HELOU et al., 2014). Essa reacao é subdividida em trés principais estagios: inicial,
intermediario e final. No estagio inicial a glicose (ou outros acucares como frutose,
pentose e manose) reage com aminas livres para formar compostos instaveis,

denominados bases de Schiff, que sofrem rearranjos para tornarem-se mais estaveis,
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sendo conhecidos nessa fase por produtos de Amadori (MONNIER et al., 1996). Na fase
intermediaria, os produtos de Amadori degradam-se e transforma-se em dicarbonilas
reativas como o glioxal, metilglioxial (MGO) e deoxulglucosonas através de reacdes de
desidratacdo e oxidagdo. No estdgio final da glicacdo sdao formados compostos estaveis e
irreversiveis denominados produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). Os AGEs sdo
compostos fluorescentes, de cor amarelo-amarronzada e insollveis que se acumulam em
proteinas, interferindo com suas funcg@es fisioldgicas (LAPOLLA; BASSO; TRALDI, 2005).
Exemplos de AGEs sdo carboximetilisina (CML), dimero glioxal-lisina (GOLD) e dimero

metilglioxinal-lisina (MOLD), dentre outros (Figura 4).
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Figura 4- Reacdo de glicacdo. A reacdo inicia-se entre grupamentos carbonila de aclcares e
grupamentos amina de proteinas, formando as bases de Schiff. Estas se rearranjam em
produtos de Amadori que, com o tempo, formam os produtos finais de glicacao
avancada (AGEs) como a Carboximetilisina (CML). Adaptado de Knapowski;
Wieczorowska-Tobis; Witowski, 2002.

O acumulo de AGEs pode ocorrer em diversos tecidos do organismo como a
cartilagem humana, coldgeno da derme e fluido pericardico (SIMM et al., 2007), vasos
sanguineos, 0ssos, dentes, cornea e humor vitreo (SINGH et al., 2014). Proteinas como o
colageno, que contém numerosos residuos de lisina, arginina e hidroxilisina, sdo mais

susceptiveis ao acumulo de AGEs (BRONWLEE et al., 1988). AGEs detectados nos tecidos
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podem ser classificados em trés categorias: 1) ligacdes cruzadas fluorescentes
(pentosidina), 2) ligagdes cruzadas nao-fluorescentes (imidazolium dilysine) e 3) que nao
formam ligacdes cruzadas (carboximetilisina) (AHMED et al., 2005).

No organismo, o colageno esta constantemente exposto a glicose e seus
derivados presentes em fluidos vasculares e extravasculares. As mudancgas causadas pelos
AGES envolvem perda da solubilidade da tripla hélice e também da sua flexibilidade,
consequentemente aumentando a rigidez da molécula (AVERY; BAILEY, 2006). A glicacdo
do colageno pode aumentar a diferenciagdo e migracdao de miofibroblastos durante o
desenvolvimento de fibrose no DM (YUEN et al.,, 2010). In vivo, a glicagdo diminui a
migracao e adesao de células tumorais, induz a perda e desorganizacao dos filamentos de
F-actina e inibicdo de FAK (SAID et al., 2012) e pode ser fator importante para o aumento
do desenvolvimento da placa de aterosclerose, alterando a funcdo de células endoteliais
(KEMENY et al., 2011). Pageon et al. (2014), mostraram que no modelo de glicacdo do
colageno em pele envelhecida reconstituida in vitro houve aumento da degradacao por
MMPs.

Com relacdo especificamente a glicacdo do coldgeno, existem dois diferentes
aspectos que devem ser considerados: 1) os efeitos biomecanicos do aumento de ligaces
cruzadas intermoleculares, resultando na modificacdo de propriedades fisicas do
coldgeno, como p. ex. a elasticidade e 2) as interagcbes do coldgeno com dominios
especificos presentes em proteoglicanos, MMPs e integrinas. Reigle et al.,, 2008,
descreveram que o colageno glicado apresenta afinidade de ligacdo reduzida com
heparina e keratan sufato, dificultando a migracao de células endoteliais. Outro estudo
mostrou que sitios de ligacdo das integrinas a1B1 e a2Bf1 e de MMP-1 estdo modificados
no colageno glicado (GAUTIERI et al., 2013).

E importante ressaltar que, embora alguns aminodacidos do coldgeno favorecam a
glicacdo, ndo se conhecem quais aminodcidos sdao principalmente afetados pelos AGEs
(GAUTIERI et al., 2014). Atribui-se, no entanto, grande parte da glicacdo do coldgeno a

glucosepana, que é um produto da reacdo de glicacdo entre lisina-arginina e glicose
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descoberto por Lederer e Buhler (1999). A glucosepana é o AGE mais presente em pele

humana senescente e em colageno de individuos diabéticos (SELL et al., 2005) (Figura 5).

Figura 5- Fibrila de colageno e glucosepana. a) representacdo esquematica da fibrila de colageno e
a formacdo de glucosepana, com a ligacdo covalente entre cadeias laterais de lisina e
arginina. b) estrutura quimica da molécula de glucosepana, mostrando em azul lisina e
em vermelho arginina e em c) modelo molecular de glucosepana, mostrando a distancia
entre os atomos terminais nos dois residuos. Adaptado de Gautieri et al. (2014).

2.5 Propriedades fisicas e mecanicas do microambiente da MEC e sua influéncia sobre o
comportamento celular

As propriedades fisicas e mecanicas da MEC s3ao importantes reguladores do
comportamento celular, em vérios processos como espraiamento, migracdo, proliferacdo
e diferenciacdo de células-tronco (DISCHER; JANMEY; WANG, 2005), durante o processo
de desenvolvimento embriondrio, homeostase de tecidos em adultos e em condicGes
patolégicas como no cancer e fibrose (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011; LIAO;
ZAKHALEVA; CHEN, 2009; PASZEK; WEAVER, 2004; PASZEK et al., 2005).

As forcas percebidas pelas células podem ter origem exdgena (provenientes do
microambiente) ou enddgena (geradas por elas mesmas). Forcas exdgenas incluem a
tensdo de cisalhamento, deformacdo e dilatacao, p. ex., enquanto que as enddgenas sao
geradas pelo rearranjo de proteinas do citoesqueleto (DEMALI; SUN; BUI, 2014;
GASIOROWSKI; MURPHY; NEALEY, 2013). Diversas técnicas podem ser usadas para medir

estas forgas, como OMTC (Optical Magnetic Twisting Cytometry) e TFM (Traction Force
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Microscopy). Na técnica de OMTC sdo utilizadas microesferas ferromagnéticas cobertas
com um peptideo sintético contendo uma sequéncia de aminoacidos presente em
diferentes glicoproteinas adesivas da MEC, a sequéncia RGD, que acopla fortemente as
esferas as integrinas ligantes de fibronectina e proteinas similares nas células (MORIYA et
al., 2008). As esferas sdo magnetizadas horizontalmente e entdo é aplicado verticalmente
um campo magnético externo homogéneo, que varia senoidalmente no tempo, gerando
um torque. Com esses valores, podem ser obtidos dados de viscosidade, rigidez e
elasticidade do citoesqueleto, importantes para o entendimento das propriedades fisicas
das células em diferentes condigdes.

Outra técnica bastante utilizada para o estudo das propriedades fisicas do
citoesqueleto e da matriz é a microscopia de forca de tracdo (TFM). Esta técnica permite
guantificar a tensdo que a célula exerce no substrato através do uso de microesferas
fluorescentes que sdo imersas em gel de poliacrilamida. As células sdo semeadas sobre o
gel recoberto com MEC e, a medida que a célula se desloca, as microesferas sofrem
também um deslocamento, gerando assim um campo de deslocamento, derivado da forga
exercida no substrato. Sabe-se que para a célula exercer tracdo sobre o substrato,
complexas interacdes entre citoesqueleto, moléculas motoras (miosina), moléculas de
adesdo (integrinas) e associacdo com moléculas de MEC sdo essenciais e devem ocorrer

corretamente.

O avanco da interdisciplinaridade das ciéncias biolégicas, quimicas e fisicas
corrobora para o desenvolvimento de novas tecnologias que melhoram a compreensao de
processos de fabricacdo de substratos biomiméticos e a eficacia de biomateriais para
auxiliar a comunidade cientifica a entender diversos processos fisiolégicos e patoldgicos

como a regeneracdo tecidual e cicatrizacdo de feridas.

2.6 Migragdo celular
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A migracdo celular é um processo fundamental para o desenvolvimento
embrionario, para a homeostase dos tecidos e também para o estabelecimento de
condicOes patoldgicas como doencas autoimunes, inflamacdo cronica, DM e metastases
tumorais. Na cicatriza¢do tecidual, a migracao de fibroblastos e células epiteliais colabora
para o fechamento de feridas e regeneracdo, sendo a migracao de células endoteliais
fundamental para o processo de angiogénese. No caso de doengas, a migra¢ao celular
desregulada pode levar a doencas autoimunes e exercer papel central no processo
tumoral e disseminagao da metastase.

A migragdo desses diferentes tipos celulares ocorre em contextos definidos de
substrato. Os fibroblastos migram preferencialmente imersos na MEC, num ambiente
tridimensional. Embora todos os tipos celulares executem o mesmo processo basico de
translocacdo sobre ou por dentro dos tecidos, cada tipo celular realiza a migracao
utilizando repertdrios moleculares e guias extracelulares distintos.

Durante a migragao, o movimento celular deve manter uma direcao e velocidade
definidas em resposta aos estimulos do microambiente. A migracao pode ser estimulada,
p. ex., por substancias dissolvidas no meio ou associadas as superficies, por estimulos de
intensidade de luz (fototaxia) (SARANAK; FOSTER, 1997), por potencial eletrostatico
(galvanotaxia) (ERICKSON; NUCCITELLI, 1984), (BROWN; LOEW, 1994), ou também por
potencial gravitacional (geotaxia) (LOWE, 1997). Propriedades mecanicas da MEC também
influenciam na fibrilogénese de fibronectina, afetando indiretamente a migracdo
(HALLIDAY; TOMASEK, 1995; SCHWARZBAUER; SECHLER, 1999), na rigidez do
citoesqueleto (WANG; BUTLER; INGBER, 1993) e na forca de ligacdo entre integrina e
citoesqueleto (CHOQUET; FELSENFELD; SHEETZ, 1997); estes ultimos eventos também
influenciam a locomocgao celular.

As variaveis-chave das propriedades mecanicas da MEC que regulam a migracao
celular sdo: confinamento celular no microambiente, rigidez da MEC, topologia da MEC e
forcas geradas pelo citoesqueleto e aplicadas as células e a MEC (CHARRAS; SAHAI, 2014).

O processo inicial, comum para todos os tipos de migracdo de células aderentes, é

a polarizacdo celular guiada pela actina e miosina, resultando na mudanca do formato do
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corpo celular (LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996, KEREN et al., 2008; RIENTO; RIDLEY,
2003). Didaticamente, divide-se a migracdo de uma célula mesenquimal, como o
fibroblasto, em etapas distintas e sequenciais. Inicialmente ocorre a protrusao do
lamelipédio em direcdo ao movimento, seguida da formagdo de adesGes nascentes e
posterior amadurecimento das adesdes. Por fim, ocorre a contragdo do corpo celular, com
a atividade de actina e miosina, e concomitantemente, as adesdes antigas que foram
formadas sdo desfeitas, deslocando a célula para frente. Como a migra¢do é um processo

ciclico, estas etapas se repetem (Figura 6).
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Figura 6- Etapas da migracdo do fibroblasto. A migracdo dos fibroblastos em substrato
bidimensional é ciclica e composta por passos distintos e sequenciais: 1) extensdo do
lamelipddio; 2) estabelecimento de adesGes nascentes; 3) amadurecimento das
adesdes e contracdo do corpo celular e 4) adesdes sdo desfeitas e é iniciado um novo
ciclo. Adaptado de Tschumperlin (2013).

2.6.1 Citoesqueleto de actina

Os filamentos de actina, microtibulos e filamentos intermediarios sdo os
constituintes do citoesqueleto, sendo responsaveis pelas suas propriedades mecanicas e
pelo formato celular, aspectos criticos para a migracdo celular. Além disso a actina é
essencial para a sobrevivéncia da maioria das células, sendo importante na deteccdo de
forcas mecanicas do microambiente, internalizacdo de vesiculas e divisdao celular.

Os filamentos de actina sdo formados por subunidades de actina globular (G-
actina) que se polimerizam para formar filamentos em forma de uma hélice. Na forma
filamentosa (F-actina) a actina pode associar-se lateralmente a outros filamentos de actina

por intermédio de diferentes proteinas como p. ex. a miosina, a-actinina e filaminas. A
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depender do numero e disposicdo dos filamentos e do tipo de proteinas ligantes, os
filamentos de actina podem formar diferentes estruturas celulares como: 1) filopddios, 2)
lamelipddios, 3) fibras de estresse e 4) arcos dorsais e ventrais (POLLAD et al., 2009).
Filopédios sdao protrusdes longas e finas que emergem da superficie celular,
formados por filamentos de actina arranjados em feixes paralelos, geralmente associados
a tropomiosina e fascina (BLOCK et al., 2008). Eles possuem fungdo de explorar o
microambiente para onde a célula estd se deslocando (MATTILA; LAPPALAINEN, 2008;
MEJILLANO et al.,, 2004). Lamelipddios sdo estruturas formadas por filamentos
ramificados, constituindo uma rede dendritica. A lamela é uma regido de transicdo entre o
lamelipddio e o corpo celular. Em células méveis o lamelipddio possui aproximadamente 1
pum de distancia desde a borda da membrana, enquanto que a lamela estd 5-10 um perto
do nucleo (DANUSER, 2009; KOESTLER et al., 2008; PONTI et al., 2004; VALLOTTON;
SMALL, 2009). As fibras de estresse sao feixes contrateis formados por F-actina arranjada
de forma antiparalela, intercalada com miosina Il. S0 normalmente encontradas na
regido basal da célula, terminando em adesGes focais. Os arcos (dorsal/ventral) sdo largos
feixes de filamentos de actina que formam estruturas transversais (ligados as porcoes
dorsais e laterais da célula), oferecendo suporte a célula. Algumas vezes terminam em

adesdes focais (HOTULAINEN; LAPPALAINEN, 2006).

2.6.2 Integrinas

Integrinas constituem os principais receptores celulares para componentes da
MEC. S3o altamente expressas em todas as células nucleadas. S3o formadas por
heterodimeros constituidos por uma subunidade a e uma subunidade B; a especificidade
de ligacdo deve-se a combinacdo destas moléculas (BACZYK; CARRACEDO; GULLBERG,
2010). Até hoje foram identificadas 18 subunidades a e 8 subunidades B, mas apenas 24
integrinas foram descritas (LOU et al., 2007). Algumas subunidades de integrinas sdo

expressas de forma ubiqua, enquanto outras sdo especificas. As integrinas podem ser
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agrupadas em subgrupos de acordo com suas propriedades ou sua composicdo de

subunidade (BACZYK; CARRACEDO; GULLBERG, 2010) (Figura 7).
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Figura 7- Representacdo da familia das integrinas. Em vertebrados, a familia das integrinas possui
24 heterodimeros. GFOGER = sequéncia minima aminodcidos do colageno para
reconhecimento das subunidades de integrina. RGD= sequencia minima de aminodcidos
de fibronectina para reconhecimento de subunidades de integrinas. Adaptado de Baczyk;
Carracedo e Gullberg, 2010.

A primeira funcdo estabelecida para as integrinas foi de fazer a ligacdo entre o
citoesqueleto e a MEC, para em seguida realizar a sinaliza¢ao bidirecional — da MEC para a
célula e vice-versa, e desencadear efeitos variados como regulacdo da proliferacao,
diferenciacdo, migracao e morte celular, por exemplo. A regulacao de integrinas é rapida e

dinamica em resposta a alteragdes no microambiente celular.

2.6.3 GTPases Rho

GTPases Rho constituem uma das cinco familias de proteinas Ras: Ras, Rho,

Arf/Sar, Ran e Rab (ROJAS et al., 2012). Os membros da familia Ras sdo proteinas de baixo
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peso molecular ligantes de GTP, com funcdo central na sinalizacdo por diversos estimulos
extracelulares e regulando a transcricdo de genes que influenciam o crescimento e
diferenciagdo celulares (ROJAS et al., 2012). A familia Rho esta envolvida na sinalizagdo
que regula a organizagdo do citoesqueleto, progressao do ciclo celular, polaridade,
migragao e adesao celular.

A proteina Rho foi descoberta acidentalmente em 1985 como uma proteina
relacionada a Ras (Ras-homology) em Aplysia, e subsequentemente 18 genes foram
codificados como Rho-like proteins, identificados no genoma humano, sendo Rho, Rac e
Cdc42 aqueles melhor caracterizados (MADAULE; AXEL, 1985; HALL, 1998). Proteinas Rho
sdo muito conservadas em eucaridticos e, classicamente, ciclam entre os estados
conformacionais inativo (ligadas ao GDP) e ativo (ligadas ao GTP) (HALL, 2012). Na forma
ativa interagem com diferentes proteinas alvo para produzir a resposta celular. Sua
ativacao é regulada por GEFs (guanine-nucleotide-exchange factors), que efetuam a troca
de nucleotideos, e sua inativacao é catalisada por GAPs (GTPase-activating proteins), que
aceleram a hidrélise do GTP. Adicionalmente, proteinas Rho inativas ligam-se a GDls
(guanine-nucleotide-dissociation inhibitors), que impedem a interacdo da GTPase com a
membrana plasmatica, mantendo-a inativa no citoplasma (CARPENTER et al., 1999;
(HANSEN; NELSON, 2001).

Durante a migracao celular, sabe-se que a localiza¢do e ativacao das principais Rho

GTPases sdo classicamente bem definidas e orientadas, como esquematizado na figura 8.
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Filopédio
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Figura 8- GTPases Rho regulam o citoesqueleto durante a migracdo celular. Rho, Racl e Cdc42
atuam em diferentes regites da célula (indicadas pelas setas) para orientar a migracdo
celular. Cdc42 controla a polaridade celular e a formacdo do filopddios e adesdes
nascentes. Racl orquestra a polimerizacdo de actina para a formacao do lamelipddio e
atua na montagem e desmontagem de adesdes nascentes e Rho atua na maturagao das
adesbes, controla a formacdo de fibras de estresse e a atividade contratil da parte
traseira da célula. Adaptado de www.mechanobio.info.

Rac e Cdc42 sdo ativadas na frente da célula migratdria, mas com diferencas e
caracteristicas espaciais e temporais. RhoA é predominantemente ativada no corpo
celular e na parte de tras da célula, mas alguns estudos mostram sua ativacao na parte da
frente. Evidéncias sugerem que Rac e Cdc42 provavelmente possuem sobreposicdo na
funcdo em regular a formacdo de protrusdes ricas em actina na regido do lamelipddio.
Sabe-se que a expressao apenas de Cdc42 ativa producgao de filopddios e a expressao de
Rac estimula a formacdo de largo lamelipddio, sendo a formacdo da protrusdo na frente
do corpo celular papel de ambas as proteinas. A ativacdo de Rho na regido traseira da
célula regula o amadurecimento de adesbes, a formacdo de fibras de estresse e a

atividade contratil de miosina Il (RIENTO; RIDLEY, 2003).
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2.7 Miosina ll

Miosinas constituem uma superfamilia de proteinas motoras que exercem papel
importante em varios processos celulares que requerem forcga e translocacdo. As miosinas
podem caminhar sobre filamentos de actina e proporcionar o seu deslizamento, para
gerar forca de tensdo sobre os filamentos de actina. Esta funcdo requer energia, que é
proveniente da hidrdlise de ATP e necessita da existéncia de sitios cataliticos com
atividade ATPasica nas miosinas.

A maioria das miosinas pertence a classe Il e, juntamente com a actina, compdem
as proteinas contrateis de musculo estriado cardiaco, esquelético e musculo liso. E
importante ressaltar que moléculas de miosina Il que se assemelham a seu musculo
homodlogo, em relacdo a estrutura e funcdo, também estdo presentes em todas as células

ndao musculares eucarioticas (VICENTE-MANZANARES et al., 2011).

2.7.1 Miosinas lIA, IIB e IIC

As miosinas do tipo Il ndo musculares (NMII) sdo moléculas compostas por 3 pares
de peptideos: duas cadeias pesadas de 230 kDa (MHC), duas cadeias leves reguladoras de
20 kDa (RLC) e duas cadeias leves essenciais de 17 kDa (ELC). As duas cabecas globulares
das cadeias pesadas contém os sitios de ligacdo para ATP e actina, seguidas da regido do
pescoco, onde se ligam duas diferentes cadeias leves (ELC e RLC). A regido do pescoco
funciona como uma alavanca para ampliar a rotacdo da cabeca da miosina, devido a
transformacdo da energia quimica de ATP em energia mecanica para realizar o movimento
de deslocamento. Apds a regido do pescoco, segue-se uma longa regido composta por
uma a-hélice em espiral, que forma o dominio da cadeia pesada, terminando em uma
cauda ndo-helicoidal (VICENTE-MANZANARES et al., 2009).

Existem trés genes diferentes para miosinas (MYH9, MYH10 e MYH14) em células

de mamiferos, que codificam as proteinas de cadeia pesada de miosina Il, dando origem
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as isoformas de miosina lIA, 1IB e IIC, respectivamente. A ativacdo de miosinas envolve a
fosforilagdo reversivel de aminodcidos especificos presentes no par da cadeia leve
regulatdoria (RLC). Os filamentos de miosina Il que se encontram na conformacdo
compacta, nao fosforilados, apresentam um bloqueio das regiées de interagdao com ATP
que podem ser fosforilados nos sitios de RLC. A fosforilacdo desfaz este bloqueio e
permite que a molécula atinja sua conformacgdo ativada, formando filamentos bipolares
qgue promovem a interacdo com os filamentos de actina (VICENTE-MANZANARES et al.,

2009) (Figura 9).

Inativa

Ativa
kz ( , MHC(sftiodeATP) g,
~ s19 y
MLCK/ROCK  BeT18
_> )
Fosfatase J | RLC |
ELC Cadeia a-hélice
Conformacgdo compacta Conformacao estendida

Figura 9- Esquema representativo da miosina Il nas suas conformacgdes inativa e ativa. A miosina Il,
quando se encontra no seu estado inativo, apresenta uma conformagdo compacta. Apds
fosforilagcdo na regido regulatéria a molécula muda para o estado ativo e adquire uma
conformacgdo estendida. Modificado de BETAPUDI, 2014.

Uma vez ativada, a miosina Il permite a sua fosforilacdo adicional, que depende do
balanco de cinases e fosfatases, como p.ex. a cinase de cadeia leve de miosina (MLCK) e a
fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP), respectivamente. A fosforilacdo da cadeia
leve da miosina induz alteracdo de sua interacdo com a actina, promovendo a contracdo
celular (RIENTO, RIDLEY, 2003). Para realizar este balanco, a MLCP defosforila a MLC, que
é composta por trés subunidades: a subunidade catalitica (PP1c), a subunidade alvo de
migracdo de miosina (MYPT ou MBS) e uma pequena subunidade ndo catalitica, sem

funcao definida. A fosforilacdao nos residuos de MYPT inibe a atividade da MLCP e aumenta
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a possibilidade de fosforilaggo MLC, consequentemente aumentando a contratilidade

celular (RIENTO; RIDLEY, 2003) (Figura 10).

| MLCP (FOSFATASE) |

PPCT1
. e (L —s } [ MLcp (FosFaTasE) |

1‘| FOSFORILACAODE MLC |

CADEIA LEVE DE
MIOSINA (MLC)

Figura 10- Representacdo da ativagdo de miosina pela MLCP. A fosforilacdo de miosina Il depende
do balango entre a fosfatase MLCP e a fosforilagao de MLC.

As cinases de MLC fosforilam a regido regulatéria da molécula nos sitios de serina
(Ser19) ou treonina (Thrl8), ou em ambos. Ja foram relatadas varias outras cinases com
este papel, incluindo a MLCK, ROCK (Rho—associated coiled coil-containing kinase), citron
kinase e ZIPK ou DAPK3 (leucine ziper interacting kinase) (MATSUMURA, 2005; TAN et al.,
2008; WENDT et al., 2001).

Sabe-se que a ativacdo dessas cinases ocorre sob estimulos diferentes: Ca’-
calmodulina ativa MLCK e a GTPase RhoA ativa ROCK e citron kinase, por exemplo.
Segundo Totsukawa e col. 2000 e 2004, a MLCK, em alguns tipos celulares, localiza-se mais
na periferia, enquanto ROCK estaria localizada mais na regido central. Essa diferenca na
localizacdo significa que as estruturas de actina e miosina na regido central da célula,
como fibras de estresse e adesdes focais maduras, sdo mais estaveis do que as que se
encontram na periferia. As mais perféricas seriam, portanto, mais responsivas aos
diferentes estimulos, sinalizados por MLCK e dependentes de Ca*-calmodulina.

Por fim, uma vez ativadas, as moléculas de miosina Il formam os filamentos duplos,
através da interacdo das suas a-hélices. S3o esses filamentos que se ligam a actina por
meio do dominio da cabeca com atividade ATPasica, havendo uma mudanca
conformacional que promove o deslocamento antiparalelo dos filamentos de actina. Essa

formacao de feixes contrateis de actina e miosina forma a estrutura conhecida como fibra
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de estresse, importante no processo de contragdo do corpo celular e da regido traseira da
célula durante a migracao e, também, durante o amadurecimento de adesdes (VICENTE-

MANZANARES et al., 2009) (Figura 11).

/
Filamento de actina

Miosina

Figura 11- Representacdo esquemadtica da fibra de estresse. Os filamentos de actina estdo
representados em vermelho e os de miosina em azul. Durante a contracdo celular, a
cabeca da miosina interage com a actina, realizando o encurtamento das fibras de
estresse. Modificado de Vicente-Manzanares et al. (2009).

Em células migratdrias, os filamentos de actina e miosina organizam e direcionam
a formacdo da protrusdo em direcdo ao movimento. Em fibroblastos, as isoformas de
miosina |l possuem diferentes papéis na polariza¢ao celular. A miosina IIA monta de forma
dindmica os cabos contrateis de actina e miosina (GIANNONE et al.,, 2004; VICENTE-
MANZANARES et al., 2008). Em contrapartida, a miosina IIB incorpora-se aos filamentos
contrateis de actina e miosina que ficam ali estacionarios e definem o centro e a parte da
cauda de células migratérias (VICENTE-MANZANARES et al., 2008). Desta maneira, as
fungdes cooperativas entre miosina IlA e 1IB induzem a formagdo de uma estrutura de
actina e miosina na regido ndo protrusiva da célula (regido central e traseira), enquanto
gue a regido de protrusdo é formada apenas pela miosina IIA (VICENTE-MANZANARES et
al., 2008).
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3 OBIETIVOS

Esta tese teve como objetivo principal avaliar o papel da glicose elevada e da
glicacdo do coldgeno tipo | sobre a migracdo de fibroblastos. Mais especificamente,

avaliar:

a) as consequéncias da glicagcdao do coldgeno tipo | sobre as interagdes célula-
MEC e, consequentemente, sobre a migracdo celular. Utilizamos fibroblastos
derivados de cultura primdria de ratos controle e diabéticos;

b) os efeitos da glicose elevada sobre a contratilidade celular e expressao de
diferentes isoformas de miosina Il (A e B), utilizando fibroblastos da linhagem NIH-
3T3 expostos a glicose em concentragdo fisiolégica (5 mM) ou suprafisioldgica

(30mM).
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4 MATERIAIS E METODOS

Animais e indu¢ao do Diabetes Mellitus: o protocolo de pesquisa utilizado esta de acordo
com os Principios Eticos de Experimenta¢do Animal adotados pela Sociedade Brasileira
para Ciéncias de Animais de Laboratério (SBCAL) e foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEUA) do ICB/USP, registrado sob niumero 35 na fls. 101 do livro
02. Foram utilizados ratos Wistar machos com 2 meses de idade provenientes do Biotério
Central do ICB/USP. Apds um jejum de 12 h, os animais foram sedados com isoflurano e os
do grupo experimental foram injetados com estreptozotocina (60 mg/kg de peso corporal,
intraperitoneal) diluida em tampao citrato de sédio 0,05 M, pH 4,5, enquanto os animais
controle receberam apenas o veiculo. A glicemia desses animais foi medida 48 h apds a
injecdo e no momento do sacrificio. Apenas animais com glicemia superior a 300 mg/dL
foram considerados diabéticos. Apds 30 dias da inje¢do, os animais foram sacrificados por
dose excessiva de ketamina (0,4 ml/100g) e xilazina (0,4 ml/100g) e foi removida a pele da

regido abdominal para a realizagdo da cultura primdria de fibroblastos.

Tipos e cultivos celulares: fibroblastos primarios dérmicos foram obtidos a partir da pele
de ratos dos diferentes grupos experimentais e utilizados por cerca de 5-6 passagens.

Apds a anestesia do animal realizou-se a tricotomia da regido abdominal e remog¢do de um

fragmento de pele de aproximadamente 4 cmz. A derme foi retirada por raspagem com
bisturi em ambiente asséptico e os fragmentos resultantes foram digeridos com
colagenase 0,1% por 1 h a 37 2C sob agitacdo constante, em banho-maria. Apds a digestao
enzimadtica, a colagenase foi inativada com meio DMEM contendo soro fetal bovino (SFB)
10%. Os fibroblastos foram cultivados em meio DMEM com 20% SBF, antibidticos
(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml) e Fungizona 1% em estufa umidificada

contendo 8% de C02/92% ar. Posteriormente, a concentragdao de SFB foi reduzida para

10% e a Fungizona foi removida; as passagens foram realizadas semanalmente. As células
de animais controle e diabéticos foram cultivadas em meio controle (glicose 5 mM) e meio

com alta concentracdo de glicose (30 mM de glicose), respectivamente. Fibroblastos
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murinos da linhagem NIH-3T3 obtidos da American Type Culture Collection (ATCC) foram
doados pelo prof. Dr. Alan R. Horwits (University of Virginia) e cultivados em meio DMEM
com 10% SBF e antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml) e mantidos
em meio controle (glicose 5 mM) ou em meio com alta concentragao de glicose (30 mM)

por 15 dias.

Obtencdo de colageno tipo | a partir da cauda de rato: para obtencdo do colageno tipo |,
as caudas foram coletadas imediatamente apds a eutanasia, submetidas a assepsia em
etanol 70% por 20 min e lavadas em agua destilada estéril. Os tenddes das caudas foram
isolados e fragmentados com auxilio de pinca e tesoura. Os tendGes foram colocados em

frasco Erlenmeyer para a adicdo do acido acético 0,5% (1,5g de tend3do seco para 110 mL

de &cido). O coldgeno foi extraido apds a incubagdo por 24-48 horas a 4 OC e agitacdo

constante. O volume extraido foi transferido para um tubo estéril de 50 mL e centrifugado

a 3.000 rpm por 2 horas a 4 °C, para a remoc3o de material insoltvel. O sobrenadante foi

cuidadosamente coletado e ao mesmo volume do coldgeno obtido foi adicionado NaCl

20% (v:v) e uma nova centrifugacdo foi realizada a 3.000 rpm por 2 horas a 4 ©C. No final,
o volume de coldgeno obtido foi novamente solubilizado em acido acético 0,5 M (1:1). O
colageno foi obtido em forma de gel hidratado e estéril. Uma aliquota do coldgeno foi

separada para a determinac¢do da proteina total e o restante foi liofilizado e armazenado a

4 OC. A proteina total do coldgeno tipo | extraido da cauda de rato foi determinada

utilizando o método do acido bicinconinico (BCA).

Glicagdo do colageno tipo | in vitro: para glicacdo do colageno tipo I, 50 mg de colageno
liofilizado foram dissolvidos em 25 ml de HCl 1M. Posteriormente foram adicionados 25 ml
de PBS estéril, pH 7.8, contendo 1,42 g de cianoborohidreto de sédio e 0,715 g de acido
glioxilico. Posteriormente, as solu¢cdes foram homogeneizadas por 24 horas a 37 °C,
seguida de didlise em agua destilada por 48 horas. As amostras foram armazenadas a -80

°C (ALIKHANI et al., 2007).



51

Avaliagdo da glicagdo: para medida da glicacdo utilizamos colageno normal e glicado (1

mg/ml em 0,5 ml de acido acético 0,5 M) para digestdo em solugdo contendo 100 pg

pepsina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) por 14 h a 37 ©C, sob agita¢gdo. No final da
incubacdo, o pH do material digerido foi ajustado para 7,0 com NaOH 0,5 N e centrifugado
por 5 minutos a 10.000 g. O sobrenadante contendo o coldgeno digerido foi usado para
dosagem do material fluorescente. A avaliacdo de fluorescéncia em A 370nm/440nm
(excitagdo/emissdo) para AGEs totais e em A 328nm/378nm (excitagdo/emissdo) para
pentosidina foi feita em um espectrometro de fluorimetria (PAGEON et al., 2007).
Também medimos a fluorescéncia da albumina de pacientes diabéticos descompensados
e pacientes normais. Essas amostras foram doadas pela professora Dra. Marisa Passarelli

da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo.

Analise do grau de glicagdo por consumo de aminas: a formacdo de ligacGes cruzadas foi
medida através do consumo de aminas livres pela reacdo com o acido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), segundo (Francis-Sedlak et
al., 2009). 2 mg dos diferentes colagenos (nao glicado e glicado) foram acondicionados em
microtubos e liofilizados durante a noite. Os colagenos liofilizados foram incubados com 1

ml de NaHCO3 4% e 1 ml de TNBS 0,5% por 2 horas a 40 °C sob agitacdo em banho seco.

Apds 2 horas, foram adicionados a solucdo 3 ml de HCI 6 M e foi feita incubacdo adicional
por 90 minutos a 60 °C. As amostras foram diluidas com 5 ml de agua destilada e a

absorbancia foi medida a 345 nm.

Preparac¢ao do substrato com colageno tipo | normal e colageno glicado: para preparar a
matriz de coldgeno, 1 mg de colageno liofilizado normal ou glicado foram pesados e
diluidos em 1 ml de 4cido acético 0,1 M gelado. As solug¢des foram dissolvidas no gelo com
auxilio de vértex e homogeneizadas com pipetas estéreis. Utilizou-se a concentracdo de
100 pg/ml, diluidos em PBS gelado. As placas de cultura foram recobertas com colageno
normal ou glicado e deixadas polimerizar em estufa a 37 2C por 1 hora. Em seguida, foram

realizadas trés lavagens com PBS.
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Avaliacdo do citoesqueleto de F-actina durante espraiamento celular: as células foram
plagueadas em placas recobertas com os diferentes substratos e posteriormente (1 hora
ou 24 horas) foram fixadas e permeabilizadas com paraformaldeido 4% contendo 0,5%
Triton X-100 e 5 % de sacarose em tampdao PHEM (Pipes 60mM, Hepes 2mM, Egta 10m,
MgCl, 2mM, pH 6.9) por 5 minutos e pds-fixadas com paraformaldeido 4% em PHEM por
15 minutos. Apds sucessivas lavagens com PHEM + glicina 100 mM as células foram
coradas com faloidina-Alexa 488 (Molecular Probes) na concentragao 1:700 por 1 hora e o

nucleo com DAPI (Vectashield).

Preparagdo da matriz tridimensional (3D) de colageno tipo I/fibronectina: para preparar
a matriz, foram misturados coldgeno tipo | derivado de cauda de rato (concentracao final
1.7 mg/ml), meio de cultura DMEM 10 x, tampao de reconstituicdo (0,2 M HEPES e 0,02M

NaHCOs - RB 10 x), SFB (1% no volume final) e 10 pug/ml fibronectina derivada de plasma

humano (GIBCO ). 5 x 10° células foram ressuspensas no gel nio polimerizado,

posicionado em placas de cultura contendo a laminula de vidro de 12 mm de diametro. Os

o
discos foram incubados a 37 C por 2 horas, para a polimerizacao do coldgeno. Apds este

periodo, foram adicionados 2 ml de meio DMEM 1 x com 10% de SFB e antibioéticos.

Analise por Second Harmonic Generation (SHG): para a analise por SHG, os géis foram
preparados como descrito no item acima, excluindo-se a adicdo de células. Os géis foram
fixados com paraformaldeido 4% em PBS por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, as laminas foram levadas para o microscépio confocal multifotonico. A
técnica de SHG utiliza a dptica ndo-linear, permitindo captar o contraste gerado pelas
fibras de colageno, naturalmente anisotrépicas, permitindo a observacdo da sua
organizacdo no gel polimerizado. A analise foi feita no Centro de facilidade de Apoio a

Pesquisa da USP (CEFAP-USP).
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Ensaio de migragdo em time-lapse em substratos 2D: 5 x 10% células foram semeadas em
placas de 24 pogos cobertas com fibronectina (1pug/ml) ou coladgeno tipo | controle ou
glicado (100 ug/ml) e apds 24 horas foram realizados ensaios de time-lapse, nos quais as
imagens foram obtidas em sistema InCell Analyzer 2200 (GE, Healthcare) em 5% CO; a 37
°C. Utilizamos objetiva de 10 x e as imagens foram obtidas a cada 20 minutos durante um
periodo de 18 horas. As imagens foram agrupadas seqiiencialmente e analisadas
utilizando o programa de dominio publico Image J (NIH). A trajetdria de células individuais
foi monitorada e obteve-se a velocidade e distancia percorrida. Para os ensaios com
inibidores em NIH 3T3, apds 4 horas do inicio do filme foram adicionados aos pocos da
placa os inibidores: 1) Y27632 (30 um); 2) ML-7 (20 um); 3) Y27632 (30 um) + ML-7 (20
pm). O inibidor foi reconstituido em agua destilada e foi utilizado como controle o meio
low ou meio high puros. O inibidor ML-7 foi reconstituido com DMSO, portanto, utilizou-
se como grupo controle meio low ou high com DMSO. Os experimentos foram feitos no

Centro de facilidade de Apoio a Pesquisa da USP (CEFAP-USP).

Ensaio de curva de crescimento: 1 x 10° células foram semeadas em placas recobertas
com coldgeno tipo | controle ou glicado (100 pg/ml). A cada 24 horas (24, 48 e 72 horas)
as células foram tripsinizadas, ressuspensas em meio, diluidas em solucdo de Azul de

Tripan (2 X) (corante vital) e as células vivas foram contadas em cdmara de Neubauer.

Ensaio de tracdo do coldgeno: este ensaio foi realizado pelo Instituto de Pesquisas
Tecnolégicas - IPT. As diferentes amostras de colageno tipo | normal e glicado foram
esticadas uniaxialmente, avaliando-se a velocidade de deslocamento entre a garra movel
de 5 mm/min. Utilizou-se os testes: ASTM D 3574:2011 Test E- Standard Test Methods for
Flexible Cellular Materials - Slab, Bonded e Molded Urethane Foams-Tensile Test (IPT-
CquiM-LTT-APB- PE 03.2.01), gerando uma deformacdo simétrica, utilizando uma maquina
de ensaios de tracdo. No final desse ensaio, foram obtidos valores de tensdo maxima e

modulo de elasticidade.



54

Cobertura das esferas eletromagnéticas com peptideos RGD: foram dissolvidos 10 mg de
peptideo RGD em DMSO na concentragdo final de 5 mg/ml. Para uso, foram preparados 1
mg (80 ul) de esferas eletromagnéticas com 4,5 um de didmetro. Foram realizadas duas
lavagens com 1 ml PBS sob centrifugacdo maxima e uma lavagem com o mesmo volume
de tampao carbonato. As esferas recobertas com RGD foram armazenadas em geladeira
(4°C). O protocolo foi executado segundo o Laboratério de Microrreologia e Fisiologia

Molecular do Instituto de Fisica-Universidade de Sdo Paulo.

Ensaio de Citometria Optica de Tor¢io Magnética (OMTC): cerca de 1,5 X 10* células
foram semeadas em placas de 96 pogos removiveis sobre coldgeno tipo | normal ou
glicado, conforme citado anteriormente, durante 24h, quando atingiram confluéncia.
Esferas eletromagnéticas recobertas com peptideos RGD (suspensdo 1 mg/ml) foram
utilizadas na concentragdo de 10 pug/ml em cada pog¢o, num volume de 100 pl de meio
sem soro por 10 minutos. Posteriormente, a placa foi analisada no software OMTC
segundo protocolo realizado no Laboratério Microreologia e Fisiologia Molecular-Instituto

de Fisica-Universidade de Sao Paulo.

Ensaio de imunocitoquimica para alfa actina de musculo liso e integrina beta 1: as
células foram semeadas em placas contendo laminulas de vidro recobertas com os
diferentes coldgenos na concentracdo de 100 pg/ml e apds 24 horas foram fixadas e
permeabilizadas com paraformaldeido 4% contendo 0,5% Triton X-100 e 5% de sacarose
em tampao PHEM por 5 minutos e pos-fixadas com paraformaldeido 4% em PHEM por 15
minutos. Apds sucessivas lavagens com PHEM + glicina 100 mM as células foram
bloqueadas com soro de cabra (NGS) 20% em PHEM + glicina por 1 hora. Apds o bloqueio,
foi incubado o anticorpo primario (mouse monoclonal anti-alpha actina de musculo liso,
Sigma A2547, concentra¢do 1:200 em tampao de bloqueio) por 1 hora em temperatura
ambiente. Para beta 1 foi incubado o anticorpo primario conjugado com Alexa 488 (mouse
anti- integrina beta 1, Abcam 23834, concentracdo 1:200 em tampao de bloqueio) por 2

horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas com PHEM +
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glicina e coradas com faloidina-Rodamina (Molecular Probes) na concentracdo 1:700 por 1
hora e o nucleo com DAPI (Vectashield). Posteriormente, as laminulas foram lavadas e

montadas para posterior analise em microscopia confocal.

Imunocitoquimica para miosinas: As células foram semeadas em laminulas cobertas com
fibronectina (1 ug/ml) e apds 24 horas foram fixadas com formaldeido 4% em PBS por 15
minutos. Posteriormente as células foram bloqueadas com NGS 5% e BSA 5% por 1 hora e
incubadas com os anticorpos primarios anti-MRLC, anti-MIIA, anti-MIIB (1:100 -Cell Signaling)
por 16 h em solugdo de diluigdo (PBS-Triton X-100 0.3%/BSA 5%). Apds sucessivas lavagens, os
anticorpos secundarios (1:100 - cabra anti-lgG de coelho conjugado a Alexa 488) foram
incubados por 2 horas e com faloidina-Rodamina (1:700). Os controles negativos foram
realizados, omitindo-se o anticorpo primario. A montagem foi feita com Vectashield contendo

DAPI. As imagens foram adiquiridas em microscépio confocal Leica (TCS SP8 AOBS).

Western Blotting para Miosina IIA, 1IB, MRLC e phosp MLC em lisado de células: 6 x 10°
células foram semeadas em placa de Petri (100 mm de diametro) sobre cobertura de
fibronectina (1pg/ml) e incubadas por 24 h, quando atingiram a confluéncia.
Posteriormente, as células foram tripsinizadas e ao pellet foram adicionados 70 ul de
tampao de lise (IGEPAL 1%, Tris HCl 10 uM pH 7.4, NaCl 0.1 M, ATP 10 mM, MgCl, 5 mM,
10% Inibidor de protease, 10% coquetel de inibidores de fosfatase 2 e 3) seguida de
homogeneizacdo 20X em seringa de insulina no gelo. Em seguida, as amostras ficaram sob
agitacao constante a 4 °C por 30 minutos, seguida de centrifugacdao a 14.000 rpm por 20
minutos a 4 °C. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford.
Aproximadamente 30 pg de proteina foram aplicados em cada po¢o do gel de
poliacrilamida em gradiente (SDS-PAGE) 4-20%, e as amostras submetidas a eletroforese
com voltagem fixa 120 V por 2 horas, seguida de transferéncia em sistema semi-umido
com voltagem constante de 20 V por 45 minutos. As proteinas transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (0.45 pm) foram bloqueadas com leite desnatado 5 % ouNGS
20% em TBS-T (Tris-Base 1 M, NaCl 3 M e Triton X-100 0.1%) por 2 horas a temperatura

ambiente. Os anticorpos primarios foram incubados em solugdo TBS-T 0.1% com BSA 5%
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na concentracdo 1:500 para anti-MIIA, anti-MIIB, anti-MRLC, anti-phospMLC (Cell
Signaling) e 1:1000 anti-B-actina (Sigma) durante 16 h a 4°C. O reconhecimento deste
complexo foi efetuado por anticorpos secundarios conjugados a peroxidase (1:1000 cabra
anti-lgG de coelho, Bio Rad, para B-actina) e 1:5000 (Anti-coelho IgG-HRP, Cell Signaling,
para miosinas) incubados em solucdo TBS-T 0.1% por 2 horas a temperatura ambiente. A
reacdo foi revelada por quimioluminescéncia utilizando ECL e posterior exposicdo em

fotodocumentador (BioDNR Bio-Imaging Systems Ltd. Jerusalem, Israel).

Microscopia de for¢a de tracdo (TFM): Foram confeccionados géis de poliacrilamida
contendo 5% acrilamida e 0.15% bis-acrilamida, contendo esferas fluorescentes (0.2 um,
Red fluorescent 580/605, Invitrogen) na diluicdo 1:40. Foi realizada a cobertura com
fibronectina conforme descrito acima e as células foram semeadas sobre essa matriz,
sobre a qual aderiram por 4-5 horas. Em seguida foi adicionada tripsina 1 X e apés 10
minutos foram adquiridas imagens das beads em microscépio confocal (Olympus Fluoview
1000, laser scanning confocal microscope com a UPlanSApo 603 (1.20 NA). Imagens foram
obtidas em objetiva de imersdo em agua (63 X) equipada com controle de temperatura.
Amostras foram excitadas em laser 543 nm, para excitacao das esferas. Posteriormente,
em imagens sequenciais, tripsina foi utilizada para soltar as células e novas imagens foram
adquiridas. O padrdao de analise do algoritmo foi padronizado segundo laboratério de

migragao celular do Dr. Allan Rick Horwitz na Universidade da Virginia.

Anadlises estatisticas: utilizamos o programa GraphPad Prism (versdao 5.0). Test t de
Student e ANOVA One-way (seguido por pods-teste de Tukey) foram utilizados para

comparacao. O nivel de significancia foi P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizagao da glicagao in vitro do colageno tipo |

A glicacdo in vitro é uma metodologia utilizada para mimetizar a glicagao
espontanea e aleatéria que ocorre em doencas cronicas como no DM e, fisiologicamente,
no envelhecimento. Trata-se de uma reag¢do nao enzimatica que ocorre entre carbonilas
de acgucares reduzidos e aminas livres de proteinas. Essa glicagdo pode ocorrer
intracelularmente ou extracelularmente, alterando p. ex. proteinas do citoesqueleto e da

MEC, foco de nosso estudo.

5.1.1 Detecgdo de AGEs totais

Sao utilizados na literatura diferentes agentes glicantes in vitro, que mimetizam a
glicacdo in vivo, e os métodos variam com relacdo ao tempo e modo de glicacdo.
Escolhemos para este estudo a glicagdo com o 4cido glioxilico e cianoborohidreto de
sddio. Para o controle da glicacdo incubamos o colageno apenas com cianoborohidreto de
sodio, que é o agente que catalisa a reacao, mas que sozinho nado é responsavel por glicar
o colageno. A formacdo dos produtos de glicacdo avancada (AGEs) pode ser detectada por
fluorimetria, pois alguns produtos formados sao fluorescentes, como a pentosidina e
AGES totais. Como padrdes positivos, medimos por fluorimetria a albumina de pacientes
diabéticos descompensados e controles e observamos aumento de AGEs totais nos
pacientes diabéticos (10240,00 + 75,70 vs. 40785,00 + 267,00 média + EPM;
***=p<0,0001) (Figura 12 A). Medimos a fluorescéncia do coldgeno normal derivado da
cauda do rato (ndo glicado), o colageno apenas com cianoborohidreto (controle glicagao)
e do colageno glicado com cianoborohidreto e acido glioxilico (glicado). Os resultados
apresentados no grafico abaixo (Figura 12 B) mostram que o coldgeno tratado com
cianoborohidreto (controle glicacdo) ndo é semelhante ao coldgeno ndo glicado e
apresenta fluorescéncia significativamente aumentada em 5% (10768,00 + 51,81 vs.
11290,00 + 156,60 média + EPM; *=p<0,05). Quando comparamos colageno ndo glicado

com glicado, podemos observar aumento nos valores de AGEs totais em 16% (11290,00 +
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156,60 vs. 13335,00 + 94,65 média + EPM; ***=p<0,05). Posteriormente verificamos que
entre colageno controle da glicagdo e glicado, houve aumento estatisticamente
significante do colageno glicado em 20% (10768,00 + 51,81 vs. 13335,00 + 94,65 média +
EPM; ***=p<0,05) (Figura 12B). Ainda, observamos que este colageno possui
propriedades alteradas, por isso, resolvemos utilizar o colageno nao glicado e o glicado

para todos os ensaios.

A AGES TOTAIS 370/440

500001
*kk
400004
30000+
200004

100004

Unidade arbitraria de luz

0 T
BSA BSA
controle diabético

B
AGES TOTAIS 370/440
15000+
N *kk
E| ‘ :
[}
©
o 13500+
8
g
© 12000+  ——
<
a
=
5 10500-
T
CONTROLE NAO GLICADO
GLICACAO GLICADO

Figura 12- Medida da fluorescéncia emitida por AGES totais presentes nas amostras sob
comprimento de onda de excitagdo de 370 nm e emissdo de 440 nm. A) Amostras de
albumina sérica de pacientes controle e albumina sérica de pacientes diabéticos.
Valores estatisticos segundo Anova e pds-teste de Tukey. p< 0,0001. BSA=Albumina.
B) Amostras de colageno controle, ndo glicado e glicado. Valores estatisticos segundo
Anova e pos-teste de Tukey. p< 0,05.
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5.1.2 Ensaio de detec¢do de Aminas livres

Outro ensaio utilizado na literatura para a confirmac¢do da glicagdo in vitro é o de
deteccdo de aminas livres, resultantes da formacdo de ligacdes cruzadas entre aminas
livres e carbonilas reduzidas. Quando ha na amostra detectada mais aminas livres significa
gue ndo houve tanta ligacdo com carbonilas reduzidas, resultante entdo de pouca
glicagdo. Assim, nas amostras de coldgeno nado glicado espera-se ter mais aminas livres,
enquanto que nas amostras de colageno glicado espera-se ter menos aminas livres. O
resultado abaixo mostra que o coldgeno glicado possui menos aminas livres detectadas
(42 %) comparado com colageno ndo-glicado (1,42 + 0,006 vs. 2,44 + 0,008 média +
EPM***=p<0,0001) (Figura 13).

Ensaio de detec¢do de aminas livres
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Figura 13- Medida de aminas livres presentes nas amostras sob comprimento de onda de
absor¢do de 345 nm. Valores estatisticos segundo teste t de Student, sendo ***p<
0,0001.
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5.1.3  Organizagdo das fibras de coldgeno tipo | em gel tridimensional avaliada por
Second Harmonic Generation (SHG)

Com o objetivo de avaliar a organizacao das fibras de colageno tipo | em gel
tridimensional, analisamos géis compostos de colageno tipo | normal (ndo glicado) e
glicado in vitro em microscépio confocal multifoton utilizando a deteccao de second
harmonic generation (SHG), que permite a observagao de estruturas anisotrépicas como o
colageno. Essas imagens podem ser empregadas para diferir simultaneamente as
amostras quanto a organizagao estrutural das fibras nos diferentes géis. Podemos
observar que as fibras de coldgeno tipo | do gel de colageno glicado (Figura 14 B),
apresentam uma maior presencga de grumos (setas), quando comparados com a imagem
do coldgeno ndo glicado (Figura 14 A), que apresenta uma organizacdo mais homogénea.
Sugere-se que este aspecto seja resultado do aumento de ligagdes cruzadas em amostras

gue sofreram glicacdo.

COLAGENO NORMAL 3 s < COLAGENO GLICADO

Figura 14- Imagem obtida por geragdo de segundo harmdnica (SHG) por microscopia multifotonica
em gel de coldgeno normal (A) e colageno glicado (B) Setas apontam regibes
condensadas no colageno glicado. Objetivo 63X. Barra= 20um.
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5.1.4 Coldgeno tipo | glicado in vitro apresenta resisténcia a tragdo (tensGo mdxima e
modulo de elasticidade) menor do que o coldgeno controle

Com a finalidade de medir algumas propriedades mecanicas do coldgeno tipo |
normal e glicado, foi realizado ensaio de resisténcia a tragdao. Amostras de colageno tipo |
normal e glicado foram submetidas a liofilizacdo e adquiriram caracteristicas flexiveis, o
gue permitiu a realizacdo do ensaio de resisténcia a tracdo. A observacdo macroscépica do
colageno glicado liofilizado mostrou diferengas na sua estrutura, com aparéncia menos
uniforme no tamanho e na forma quando comparado com o coldgeno normal (Figura 15).
Posteriormente, as amostras foram tracionadas uniaxialmente até a sua ruptura. A
velocidade de deslocamento da garra mdvel foi de 5 mm/min.

Os resultados mostram que houve uma reducdo na resisténcia a ruptura da
amostra de colageno glicado, quando comparado com o coldgeno normal (6,10 + 0,69 vs.
1,02 £ 0,07 kPa, média £ EPM **p<0,0005) (Figura 16 A). Esses resultados mostram que o
amostra de coldgeno glicado possui uma menor capacidade de suportar a tracdo exercida
uniaxialmente antes de romper-se. Evidéncias da literatura mostram que as alteragdes nas
propriedades mecanicas causadas pela glicacdo em fibras de coldgeno traduzem-se em
aumento da rigidez, levando a um tecido mais quebradico, comprometendo seu
funcionamento adequado (LIAO et al., 2009).

Observamos também uma reducdo no moédulo de elasticidade ou mddulo de
Young em coladgeno glicado quando comparado com coldgeno normal (72,46 + 4,0 vs. 3,50
+ 1,46 kPa, média + EPM **p<0,0005) (Figura 16 B). O mddulo de elasticidade é uma
grandeza proporcional a rigidez de um material quando este é submetido a tensao
extrema de tracdo. E a razdo entre a tensdo aplicada e a deformacdo sofrida pelo corpo de
prova. Observamos que o médulo de elasticidade do colageno normal é muito maior do
gue o modulo de elasticidade do coldgeno glicado. Assim, quanto menor o mddulo, mais
rigido é o material. E importante ressaltar que esta andlise foi realizada em amostras

liofilizadas, e ndo em colageno reconstituido (gel).
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Figura 15- Imagem dos corpos de prova para o ensaio de tragao. Para o ensaio de tragdo as
amostras foram cortadas no mesmo tamanho (3mm) para que a garra do equipamento
tivesse 0 mesmo comprimento inicial para realizar as medidas.
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Figura 16-Ensaio de resisténcia a tragdo. Coldgeno normal e glicado foram submetidos a mesma
velocidade de deslocamento da garra moével (5mm/min). (A) Os resultados sdo
expressos em kPa, pois mostram a tensdo maxima que o corpo de prova suporta até
sua ruptura total. Andlise estatistica utilizando test t de Student, com **p<0,005. (B) Os
resultados de resisténcia a tracao expressando o médulo de elasticidade, que é a razao
entre a tensdo exercida e a deformacgdo sofrida pelo material. Também sdo expressos
em KPa. Andlise estatistica utilizando test t de Student, com ***p<0,0005.
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5.2 Ensaios bioldgicos com coldgeno tipo | normal e glicado em fibroblastos
derivados de ratos controles (C) e diabéticos (D)

5.2.1 Crescimento celular sobre coldgeno normal e glicado

Os fibroblastos utilizados nesta etapa do trabalho foram obtidos de ratos controle
(C) e diabéticos (D), mantidos em condi¢Ges de cultura em meio controle (glicose 5mM)
para fibroblastos C ou com alta concentragdo de glicose (30 mM) para D.

A curva de crescimento foi realizada por 3 dias, com contagens a cada 24 horas. As
células (1 x 10%) foram, portanto, semeadas sobre 100 ug/ml de coldgeno normal (CN) ou
colageno glicado (CG) por 24, 48 e 72 horas. Quando comparamos as células C e D sobre
coldgeno normal, ndo observamos diferencas significativas entre os grupos mesmo apds
72 h (respectivamente 7467 + 1920 vs. 4133 + 1090, média + EPM), embora haja uma
tendéncia de reducdo da proliferagdo em D (Figura 17). Frente ao coldgeno glicado as
células D apresentaram uma reducdo de 46% no crescimento durante o ensaio, sendo esta
diferenca estatisticamente significativa apds 72 horas (5400 + 400 vs. 2900 + 400, média +
EPM, * P<0,0001). E importante mencionar que o coldgeno glicado n3o alterou a
viabilidade celular, uma vez que a contagem de células na presenca do corante vital Azul

de Tripan ndo evidenciou morte celular.
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Figura 17- Ensaio de curva de crescimento sobre coldgeno normal (ndo glicado) e sobre colageno
glicado. As células derivadas de ratos controle e diabéticos foram semeadas sobre 100
pg/ml de coldgeno por 24, 48 ou 72 horas. *p<0,0001, segundo Anova One way e pos-
teste de Tukey.

5.2.2 Espraiamento celular e arranjo do citoesqueleto de actina sobre coldégeno normal e
glicado

As células C e D foram semeadas sobre laminulas de vidro previamente cobertas
com 100 pg/ml de coldgeno normal ou glicado e incubadas por 1 hora. Apds fixagdo e
evidenciacdo de F-actina, avaliamos o espraiamento celular e o citoesqueleto de actina. As
células C e D ndo mostraram diferencas morfolégicas sobre o colageno normal,
apresentando corpo celular arredondado e com pequenos filopddios (Figura 18 A e B). O
colageno glicado dificultou o espraiamento tanto de células C quanto de células D, que se
mostraram pequenas e arredondadas (Figura 18 C e D). Sendo assim, o efeito do colageno
glicado em 1 hora foi semelhante sobre células C e D. A area das células aderidas foi
medida utilizando-se o programa Image J (NIH), comprovando esta reducdo no
espraiamento sobre coldgeno glicado: area de 1.288,00 + 122,90 vs. 538,40 + 92,84 um?’
(média + EPM, *** P<0,005) para células C e de 1089,00 + 149,90 vs. 359,20 + 56,81 pm2
(média £ EPM, **, P<0.005 para células diabéticas (Figura 19).
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Figura 18- Espraiamento celular apds 1 hora. (A) Fibroblastos derivados de ratos controle sobre
coldageno normal; (B) Fibroblastos derivados de ratos diabéticos sobre coldgeno normal;
(C) Fibroblastos derivados de ratos controle sobre colageno glicado e (D) Fibroblastos
derivados de ratos diabéticos sobre colageno glicado. Objetiva de 63X. Verde= F-actina
evidenciada com faloidina-Alexa 488. Barra= 50um.
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Figura 19- Area do espraiamento celular apds 1 hora. Células derivadas de ratos controle (CTR) e
diabéticos (DIAB) sobre coldageno normal e glicado. Analise estatistica segundo Anova
One way e pods-teste de Tukey (p<0,005). N=25 células por grupo. a*** = diferenca
significativa entre CTR colageno normal e CTR coldgeno glicado, b**= diferenca
significativa entre DIAB coldgeno normal e DIAB colageno glicado.

5.2.3 A glicacdo do colageno altera o perfil de formacdo de protrusdes de fibroblastos
derivados de ratos controle (C) e diabéticos (D)

Durante o processo de migracdo, as células necessitam emitir a protrusdao em
direcdo ao movimento para em seguida realizar a adesdo ao substrato. Para avaliar o
efeito da glicacdo sobre a formacdo de protrusdes, foram realizados filmes curtos (30
minutos) com intervalos de 45 segundos e posteriormente foram montados painéis com
imagens sequenciais, onde foi tracada a dindmica de formacdo dos lamelipddios. As
analises qualitativas revelam que células D em colageno normal formam protrusdes que
se ramificam, enquanto que células C tendem a formar uma protrusdo Unica ao longo do
tempo (Figura 20 A). De forma interessante, ao analisarmos os videos de células C e D
sobre o colageno glicado, foi possivel observar que os fibroblastos C apresentavam ainda a
formacao de um lamelipddio Unico, porém, com um tamanho aparentemente menor. E o

lamelipddio do fibroblasto D apresentou multiplos processos, que permaneceram
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multiplos ao longo de todo o filme (Figura 20 B). Estes resultados sugerem uma menor

dindmica na formacao das protrusdes.
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Figura 20- Andlise da dinamica de formacdo de protrusdo ao longo de 30 minutos. (A) CNC=
Fibroblastos derivados de ratos controles sobre coldgeno normal e CND= Fibroblastos
derivados de ratos diabéticos sobre coldgeno normal. (B) CGC= Fibroblastos derivados
de ratos controle sobre coldgeno glicado e CGD= Fibroblastos derivados de ratos
diabéticos sobre coldgeno glicado. As imagens foram capturadas a cada 45 segundos,
num intervalo de 30 minutos. Objetiva 40X. Zoom manual e contorno do lamelipddio
realizado com Image J.
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5.2.4 Aglicagdo ndo altera a morfologia de fibroblastos derivados de ratos controles (C)
e diabéticos (D)

A anailise do citoesqueleto de actina 24 h apds o plagueamento mostrou que os
fibroblastos C e D apresentaram-se com morfologia bem semelhante em todos os
substratos (Figura 21), com fibras de estresse bem evidentes (resultado ndo apresentado).
Esta morfologia é compativel com de células com uma contratilidade aumentada,
associada a uma ativagao da proteina Rho A. Quando realizamos a medida da area que as
células apresentavam quando em contato com diferentes substratos, ndo foi observada

diferencga (Figura 22).
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Figura 21- Andlise do citoesqueleto de actina apds 24 horas de plagueamento em aumento de
10X. (A) Célula C sobre colageno normal; (B) Célula D sobre coldgeno normal; (C) Célula
C sobre coladgeno glicado e (D) Célula D sobre coldgeno glicado. Vermelho=F-actina.
Barra= 100pum
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Figura 22- Area do espraiamento celular apds 24 horas de plaqueamento. A area das células foi
medida através do software Image J. n=20 células por grupo.

5.2.5 Efeitos da glicagdo sobre a distribuicdo e expressdo de alfa actina de musculo liso
(a-SMA)

Embora a distribuicdo de F-actina e espraiamento celular apds 24 horas tenham
sido semelhantes em células C e D nos diferentes substratos, houve uma diferenca na
expressao de a-actina de musculo liso (a-SMA) em resposta ao diabetes. Sobre o colageno
normal, células C apresentaram imunomarcacgao difusa para a-SMA, distribuida por todo o
corpo celular e, algumas vezes, em sobreposicdo com fibras de estresse (Figura 23 A-C).
Este padrdo de distribuicdo foi também observado em células D, mas de forma mais
intensa (Figura 23 D-F). Células C em colageno glicado apresentaram uma distribuicdo de
o-SMA na regido central do corpo celular e pouco associada com fibras de estresse (figura
24 A-C). Ja as células D em colageno glicado, apresentaram uma forte marcacao de a-SMA
associada com as fibras de estresse, sendo esta marcagao mais evidente do que os outros

grupos comparativos (Figura 24 D-F).
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Figura 23- Imunofluorescéncia para a-SMA em colageno normal. Células C sobre coldgeno normal
(A-C) e células D sobre coldgeno normal (D-F). (A e D) Verde: anticorpo primario anti- a-
SMA,; (B e E) Vermelho=F- actina; (C e F) Azul= nucleo. Objetiva 63X. Barra= 20um
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Figura 24- Imunofluorescéncia para a-SMA em coldgeno glicado. Células C sobre colageno glicado
(A-C) e células D sobre colageno glicado (D-F). (A e D) Verde: anticorpo primario anti- a-
SMA,; (B e E) Vermelho=F- actina; (C e F) Azul=nucleo. Objetiva 63X. Barra= 20um.

5.2.6 Glicagdo do coldageno afeta o comportamento migratdrio de fibroblastos
derivados de ratos controles e diabéticos

O ensaio de migracdao em time-lapse analisa o perfil migratério de células
individuais, fornecendo resultados de velocidade, direcionalidade e distancia percorrida
relativa. As células C e D foram semeadas sobre os diferentes substratos por 18 horas.
Apds esse periodo, as células foram analisadas no microscopio sob condicbes de
temperatura e atmosfera adequadas durante 24 horas adicionais. Conforme esperado,
sobre o coldageno normal as células D apresentaram uma redug¢ao de 44% na velocidade
de migracdo quando comparadas as células C (43,89 + 4,07 vs. 24,86 + 1,96 um/h ***,
média + EPM, p<0,0001). Sobre o colageno glicado as células D praticamente ndo se

deslocam, apesar de se movimentarem, quando comparadas as células C (Figura 29).
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Nestas condicBes a velocidade de migracdo das células C foi reduzida pela glicagdo do
coldgeno em 63% (43,89 * 4,07 vs. 16,52 + 2,9 um/h, *** média £ EPM, p<0,0001) (Figura
25), enquanto a velocidade de migracdo das células D foi reduzida em 44% pela glicacdo
(24,86 + 1,96 vs. 13,96 + 1,42 um/h, * média £+ EPM, p<0,0001) (Figura 25). A trajetdria das
células mostrou que células diabéticas sobre colageno glicado realizaram deslocamento

menor comparado com todas as células dos outros grupos (Figura 26).
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Figura 25- Velocidade de migracdo em time-lapse. Células derivadas de ratos controle (CTR) ou
diabéticos (DIAB) foram semeadas sobre 100 pg/ml de coldageno normal ou coldgeno
glicado. As células foram monitoradas por 24 h e posteriormente analisadas para a
determinacdo da velocidade média. Valores em porcentagem expressam a reducdo
da velocidade de migracdo entre os grupos que apresentaram diferenca
estaticamente significativa. Valores estatisticos com p<0.0001, segundo Anova e pos-
teste de Tukey. N= 63 células por grupo.
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Trajetoria de migragao celular sobre diferentes substratos

CONTROLE DIABETICO
COLAGENO NORMAL COLAGENO NORMAL

"N

CONTROLE DIABETICO
COLAGENO GLICADO COLAGENO GLICADO

Figura 26- Trajetdria da célula em ensaio de migra¢do em time-lapse. Células derivadas de ratos
controle (C) ou diabéticos (D) foram semeadas sobre 100 pug/ml de coldgeno normal
ou colageno glicado. As células foram monitoradas por 24 h e posteriormente
analisadas individualmente. Cada linha mostra a trajetdria de uma célula. (A) Células
CTR sobre colageno normal; (B) Células CTR sobre colageno glicado; (C) Células DIAB
sobre colageno normal e (D) Células DIAB sobre colageno glicado.

Além da velocidade de migragao, obtivemos valores de direcionalidade e distancia
relativa (menor distancia entre o ponto de partida e o ponto final das células). A
direcionalidade ndo foi alterada pela glicacdo nem pela condicdo de diabetes (Figura 27
A). Ja a distancia relativa mostrou-se diferente entre os grupos: sobre coldgeno normal as
células D tiveram esta distancia reduzida em 44% quando comparadas as células C (361,4
+ 28,26 vs. 203,00 + 18,51 um, *** média + EPM, p<0,0001); sobre o colageno glicado a
diferenga entre células C e D nao foi significativa, em torno de 28% apenas (126 + 12,95 vs.

90,45 + 8,9 um, média + EPM). A glicacdo exerceu um efeito maior sobre células C, com
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reducdo de 65% da distancia (361,40 + 28,26 vs. 126,00 + 12,95 um, *** média + EPM,
p<0,0001). Células D, por sua vez, apresentaram reducao de 55% na distancia relativa
frente ao coldgeno glicado (203,70 + 18,51 vs. 90,45 + 8,90 um, *** média + EPM,
p<0,0001) (Figura 27 B).
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Figura 27- Analises da migra¢do de fibroblastos derivados de ratos controle (CTR) e diabéticos
(DIAB). (A) Direcionalidade celular, mediada pela razdo entre a distancia
relativa/distancia total percorrida. (B) Distancia relativa (menor distancia entre o inicio
e o final da trajetdria). Valores com diferenca estatistica com p<0.0001, segundo Anova
e pos-teste de Tukey. N= 63 células por grupo.

5.2.7 Glicagdo altera a distribui¢éGo da subunidade de integrina 61

Ainda com o objetivo de entender alguns dos fenbmenos que ocorrem em células
C e D frente ao coldgeno glicado, resolvemos avaliar a distribuicdo de integrinas contendo
a subunidade B1 por imunofluorescéncia. Os resultados mostram que as adesOes
contendo B1 estdo presentes em células C sobre coldgeno normal e glicado (Figura 28 A e
C), assim como em células D sobre o colageno normal (Figura 28 B). Células D sobre o

colageno glicado, por sua vez, apresentaram uma marca¢ao em muito fraca para B1.
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Figura 28- Imunofluorescéncia para integrina B1. (A) Célula C sobre coldageno normal, (B) célula D
sobre colageno normal, (C) Célula C sobre colageno glicado e (D) Célula D sobre
colageno glicado. Objetiva 63 X. Barra= 20um.

5.2.8 A glicagdo altera a rigidez e viscosidade do citoesqueleto

O ensaio de OMTC tem como objetivo quantificar as alteracdes nas propriedades
eldsticas e viscosas do citoesqueleto. Para a realizacdo deste ensaio, microesferas
eletromagnéticas sdo aderidas a fibroblastos dérmicos derivados de ratos controle (C) e
diabéticos (D), semeados sobre coldgeno normal ou glicado. Um campo eletromagnético

uniforme é imposto sobre as microesferas magnetizadas e um pequeno torque é gerado,
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resultando movimento na microesfera e tensdo no esqueleto celular. Esse movimento
forcado da microesfera é modulado pelas propriedades eldsticas e viscosas do
citoesqueleto, ocasionando um deslocamento diferenciado. Com campo magnético de 0,5
Hz, o software utilizado detectou em cada campo do microscépio cerca de 100
microesferas, que foram acompanhadas simultaneamente durante a aplicagdo do campo
magnético, gerando os resultados (Figura 29). Observamos uma tendéncia de reduc¢do da
rigidez e viscosidade do citoesqueleto de células D em comparacdo as células C, mas esta
diferencga foi estatisticamente significativa apenas frente ao colageno glicado (1,42 £ 0,10
vs. 1,05 + 0,07* Pa/nm, média *EPM, p<0,05) (Figura 30). Para o célculo utilizamos a
média do mdédulo de armazenamento total (G=Gbsnl), que resulta na somatdria de G’ (que
mede a resposta gerada pela rigidez do substrato, resultando na movimentacdo das
microesferas) e G” (que mede o deslocamento das microesferas resultante das
caracteristicas do citoplasma celular-viscosidade celular). As propriedades viscoeldsticas
do citoesqueleto de actina e miosina que o uso da técnica de OMTC nos permite avaliar
sao um reflexo da resposta as forcas mecanicas exercidas no substrato. Sabe-se que essas
forcas mecéanicas possuem papel central em processos biolégicos como a citocinese e
migracdao celular. A for¢ca que a célula exerce é dependente do substrato e suas

caracteristicas, bem como da integracdo das proteinas do citoesqueleto, integrinas e MEC.
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Figura 29- Imagem de cultura de fibroblastos dérmicos com microesferas eletromagnéticas
aderidas. As microesferas selecionadas pelo software sdo analisadas e passadas por
critérios de exclusdo. Objetiva 20X.
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Figura 30- Ensaio de OMTC. Fibroblastos C e D foram semeados sobre coldgeno normal e glicado e
medidas de viscoelasticidade foram realizadas. Os resultados mostram uma diminuigao
da rigidez e viscosidade de fibroblastos D em coldgeno glicado, quando comparados
com fibroblastos em todas as outras condi¢cbes comparativas. Analise estatistica
utilizando Anova One way e pds-teste de Tukey, com p<0.05.
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5.3 Efeitos da elevada concentracao de glicose sobre a contratilidade de fibroblastos
NIH-3T3

5.3.1 Alta concentragdo de glicose néo altera a drea de espraiamento e o numero de
células aderidas ao substrato

Conforme ja mencionado na introdugdao e demonstrado neste estudo, fibroblastos
derivados de ratos diabéticos ou expostos in vitro a uma elevada concentra¢do de glicose
apresentam migracao deficiente sobre fibronectina e coldgeno |. Resultados anteriores
obtidos por nosso grupo sugerem uma deficiéncia na contratilidade destas células
(LAMERS et al.,, 2011; ALMEIDA, 2011). Para avaliar os efeitos da exposicdo a uma
concentracdo elevada de glicose (30 mM) durante 15 dias sobre a contratilidade de
fibroblastos, inicialmente realizamos o ensaio de adesdo por 1 hora ao substrato de
fibronectina (1 pg/ml). Apds este periodo, as células aderidas foram fixadas e coradas com
faloidina. As analises revelaram que ndo houve diferenca na drea de espraiamento das

células, nem na quantidade de células que aderiram (Figura 31 A -D).
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Figura 31- Ensaio de adesdo de células NIH-3T3 cultivadas com glicose 5 mM (LOW) ou glicose 30
mM (HIGH) durante 15 dias em substrato de fibronectina 1 pg/ml por 1 hora. A) Area
das células aderidas em pum?® B) Numero de células aderidas. C) Evidenciacdo do
citoesqueleto de F-actina nestas células utilizando faloidina conjugada com Alexa-488.
Imagens foram capturadas em 10 campos diferentes com objetiva de 10X. A medida da
area das células e a contagem do numero foram feitas com o software Image J.
Barra=20 pm.

5.3.2 Células cultivadas em concentragdo elevada de glicose apresentam menos fibras de
estresse que células controle

Os fibroblastos foram incubados por 24 horas para visualizacdo do citoesqueleto
de actina em células plenamente espraiadas e migratdrias. As imagens revelaram que as
células em meio HIGH (glicose 30 mM) apresentavam menos fibras de estresse quando
comparadas com as células em meio LOW (glicose 5 mM). Observamos também que
muitos fibroblastos em meio HIGH apresentavam uma cauda longa, aparentando uma
dificuldade de retracdo da mesma (Figura 32). Ao realizarmos a medida da drea de

espraiamento das células, ndo observamos diferencas entre os tratamentos (Figura 33).
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Figura 32- Citoesqueleto de actina corado com faloidina conjugada com Alexa-488. Células LOW
(A e B) e HIGH (C e D) foram semeadas sobre fibronectina (1 pg/ml) durante 24 horas.
Branco (F-actina) e azul (nucleo). Objetiva de 63 X. Barra= 10um.
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Figura 33- Quantificacdo da area de fibroblastos apds 24 horas sobre fibronectina (1 pg/ml). Dez
(10) campos por grupo foram fotografados (utilizando objetiva de 10 X). A medida foi
realizada com programa Image J (NIH).

5.3.3 Fibroblastos em meio HIGH ndo alteram a polaridade celular comparados com
fibroblastos em meio LOW

As mesmas células submetidas ao ensaio de visualizagdo de actina foram
analisadas para a polaridade celular, através do cdlculo da razdo entre as medidas dos
eixos maiores e menores da célula (Figura 34). Os valores encontrados mostram que os
fibroblastos expostos em meio LOW ou HIGH apresentam perfis de polaridade celular
semelhantes, metade (cerca de 50% de células LOW e 47,61% de células HIGH) sendo,

portanto, consideradas células polarizadas e muito polarizadas (Tabela 1 e Figura 35).
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Figura 34- Figuras ilustrativas dos eixos maior (L) e menor (I) de células LOW e HIGH, utilizados
para o calculo da polaridade celular (eixo maior/eixo menor). Os eixos das células
foram medidos utilizando o software Image J (NIH). Dez (10) campos foram
capturados com objetiva 63 X. N=65 células por grupo. A= fibroblastos em meio LOW,
B= fibroblastos em meio HIGH. Células coradas com faloidina-Rodamina. Barra=

10um.

Tabela 1- indice de polaridade dos fibroblastos em meio LOW e HIGH

1 2e3 4,5e>5
LG 3(4,83%) 31 (50%) 28 (45,15%)
HG 3(4,76 %) 30 (47,61%) 30 (47,6%)

Distribuicdo de células de acordo com seu indice de polaridade,
calculado como a razdo entre o eixo maior/eixo menor. Valores 1 =
ndo polarizadas, 2 e 3= polarizadas, valores 4, 5 e >5 = muito

polarizadas.
HIGH=63.

LG=Low, HG=High. Numero de células LOW-62,
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Figura 35- Distribuicdo de células de acordo com seu indice de polaridade, calculado como a razao
entre o eixo maior/eixo menor. Valores 0 = ndo polarizadas, 1-3= polarizadas, valores 4-
5 e >5 = alta polaridade. LG=Low, HG=High. Numero de células LOW-62, HIGH=63.

5.3.4 A concentragdo elevada de glicose altera a morfologia de células NIH-3T3
cultivadas em gel tridimensional (3D) de coldgeno e fibronectina

O ambiente tridimensional mimetiza melhor o ambiente in vivo de fibroblastos que
o ambiente bidimensional (placas de Petri). Para analisarmos a morfologia e citoesqueleto
de actina de fibroblastos nesta condigdo, confeccionamos géis constituidos por colageno |
e fibronectina com as células imersas na matriz. A fixa¢do foi realizada apds 24 horas de
cultura, seguida da coloracdo com faloidina-Alexa 488 para visualizacdo do citoesqueleto
de F-actina. Fibroblastos em meio LOW apresentaram forma alongada, fusiforme e
polaridade definida. Fibroblastos em meio HIGH apresentaram um corpo celular mais
arredondado, finos prolongamentos e varias projeces, especialmente nas extremidades.
A polaridade nem sempre pareceu bem definida, devido ao fato das células apresentarem

mais de uma projecdo (Figura 36).
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Figura 36- Citoesqueleto de actina de fibroblastos NIH-3T3 cultivados em gel tridimensional (3D)
de colageno | (0,850 mg/ml) e fibronectina (10 pg/ml). Células cultivadas com glicose 5
mM (LOW) apresentam morfologia fusiforme, com projecGes simétricas e polaridade
definida em relagdo a migracdo (A e B). Células cultivadas com glicose 30 mM (HIGH)
apresentam morfologia mais arredondada com proje¢des assimétricas em diferentes
regides (C e D, cabecas de setas). Objetiva 63 X. Barra= 20um.
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5.3.5 A concentragdo elevada de glicose altera diversos pardmetros da migra¢éo de
fibroblastos NIH-3T3 sobre fibronectina

Os fibroblastos expostos a alta concentracdo de glicose (HIGH) por 15 dias foram
submetidos ao ensaio de migracdo celular sobre fibronectina por time-lapse durante 18
horas. Conforme esperado, a glicose elevada reduziu a velocidade de migracdo quando
comparada com glicose em concentracao fisiolégica (137,10 + 8,08 vs. 91,89 + 3,83 um/h,
média + EPM, ***=p<0,0005) (Figura 37 A). Outro parametro importante na migracao
celular é a direcionalidade, que é a razdo entre a distancia relativa sobre a distancia total.
Valores préximos de zero (0) correspondem a células pouco direcionais e valores préximos
de 1 correspondem a células completamente direcionais. E interessante observar que
células NIH-3T3 sdo naturalmente pouco direcionais, com valores préximos de 0,2 (Figura
37 B). A concentragdao de glicose no meio aumentou a direcionalidade celular, o que
poderia estar relacionado a dificuldade na retracdo da porcdo traseira das células,
ocasionando as caudas alongadas (0,18 + 0,02 vs. 0,44 + 0,05, média + EPM, ***=p<0,001)
(Figura 37 B).

Com relacdo a distancia relativa, os resultados mostram que ndo hd diferenca
entre os fibroblastos expostos a alta concentracado de glicose, quando comparados com os
fibroblastos em meio com baixa concentracdo de glicose (Figura 37 C). A figura 37 D
explica em esquema de direcionalidade, distancia relativa e distancia total. Estes
resultados sugerem que a menor velocidade de células em meio HIGH foi compensada

pela maior direcionalidade, tornando a migracao lenta, mas efetiva.

Foi também realizada uma andlise qualitativa da migracdo nestas duas condicGes.
Como observado na Figura 37 E, os fibroblastos em meio LOW apresentaram alteracdes
morfoldgicas ao longo do experimento e foram muito dindmicos, com deslocamento do
corpo celular. Os fibroblastos em meio HIGH deslocaram-se menos ao longo do periodo

analisado, formando caudas alongadas devido a dificuldade de retracdo das mesmas
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(setas vermelhas), por vezes deixando fragmentos celulares durante o trajeto. Outras
células apresentaram baixa polaridade, e ao longo de 18 horas ndo mostraram uma

definicdo de direcdo (seta azul).
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Figura 37- Imagens representativas da migracao de fibroblastos NIH-3T3 cultivados em
meio LOW (LG) e HIGH (HG). (A) Velocidade de migracdo expressa em um/h (B)
Direcionalidade celular, calculada pela razdo entre a distancia relativa/distancia total.
(C) Distancia relativa expressa em um. D) Esquema ilustrando os parametros
analisados. (E) Imagens obtidas de filmes de time-lapse ao longo de 18 horas de
migracdo. As imagens foram capturadas em 0, 5, 10 e 18 horas com objetiva de 20x.
Seta laranja: célula controle; seta azul: célula sem dire¢do definida; seta vermelha:
célula com cauda alongada. Barra=10um. Numero de células por experimento LOW =
33 e HIGH = 39. Andlise estatistica utilizada: teste t de student, p< 0,05.

5.3.6 A utilizagdo do inibidor de ROCK (Y27632) altera a morfologia em células LOW, mas
ndo de células HIGH e ndo altera a velocidade de migragéo

A utilizacdo do inibidor de ROCK (Y27632 - 30 um) altera a morfologia celular em
fibroblasto NIH 3T3 LOW. Observamos a presenca de células alongadas e com cauda longa
(Figura 38 C), quando comparamos com as células LOW apenas em meio controle (Figura
38 A). Em células HIGH + Y27632, ndo observamos diferenga na morfologia comparando
com células HIGH, as células continuavam apresentando cauda longa e multiplas
protrusdes (Figura 38 B e D). Ndao houve alteragao na velocidade de migragao comparando
as células LOW + Y27632 e HIGH + Y27632 (135,50 + 12,33 vs.118,01 + 10,01, média +
EPM) (Figura 38 E).
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Figura 38- Imagens representativas da migracao de fibroblastos NIH-3T3 cultivados em meio LOW
(LG) e HIGH (HG) com ou sem inibidor de ROCK (Y27632-30 um). (A) Imagens de células
LOW obtidas de filmes de time-lapse ao longo de 18 horas de migracdo. (B) Imagens de
células HIGH obtidas de filmes de time-lapse ao longo de 18 horas de migracdo. (C)
Imagens de células LOW + Y27632 obtidas de filmes de time-lapse ao longo de 18 horas
de migracdo. (D) Imagens de células HIGH + Y27632 obtidas de filmes de time-lapse ao
longo de 18 horas de migracdo. (E) Velocidade de migracdo expressa em pum/h Barra=
50 um. Numero de células por experimento LOW = 16; HIGH = 14; LOW + Y27632= 18;
HIGH + Y27632= 19. Anadlise estatistica utilizada: teste t de student, ***p< 0,05.

5.3.7 A utilizagdo do inibidor de MLCK (ML-7) ndo alterou a morfologia em células LOW,
mas alterou em HIGH e aumentou a velocidade de migra¢do

A utilizacdo do inibidor de MLCK (ML-7 20 um) nao alterou a morfologia das células
LOW (comparando Figura 39 A com Figura 39 C), mas modificou a morfologia das células
HIGH, que passaram a apresentar auséncia da cauda longa, e uma morfologia bem
semelhante as células LOW (comparando figura 39 A com Figura 39 D). A velocidade de
migracdo das células LOW diminuiu com a adicdo de ML-7, comparando LOW + ML-7 com
LOW + DMSO (109,00 + 6,45, vs. 137,00 £ 7,20, média + EPM, * p< 0,0001) (Figura 39 E). A
velocidade de migracdo das células HIGH aumentou com a adicdo de ML-7, seja em
relacdo a HIGH + DMSO (100,50 + 9,06 vs. 150,10 + 9,35, média + EPM, * p< 0,0001) ou em
relacdo a LOW + ML-7 (109,0 + 6,45 vs.150,10 + 9,35, média + EPM, ** p< 0,005) (Figura

39 E). O DMSO foi utilizado como diluente da droga ML-7, por isso o utilizamos como
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controle. Houve reducdo de velocidade de migragao em células HIGH + DMSO comprado
com células LOW + DMSO (137,00 £ 7,20 vs. 100,50 + 9,06, média £ EPM, **p<0,05)
(Figura 39 E).

LOW + DMSO HIGH + DMSO
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Figura 39- Imagens representativas da migra¢ao de fibroblastos NIH-3T3 cultivados em meio LOW
(LG) e HIGH (HG) com ou sem inibidor de MLCK (ML-7 20 um). (A) Imagens de células
LOW + DMSO obtidas de filmes de time-lapse ao longo de 18 horas de migracdo. (B)
Imagens de células HIGH + DMSO obtidas de filmes de time-lapse ao longo de 18 horas
de migracdo. (C) Imagens de células LOW + ML-7 obtidas de filmes de time-lapse ao
longo de 18 horas de migragdo. (D) Imagens de células HIGH + ML-7 obtidas de filmes
de time-lapse ao longo de 18 horas de migracdo. (E) Velocidade de migragdo expressa
em pum/h Barra= 50 um. Nimero de células por experimento LOW + DMSO = 10; HIGH
=11; LOW + ML-7= 15; HIGH + ML-7= 15. Andlise estatistica utilizada: teste t d student,
p< 0,05.

5.3.8 A utilizagdo dos inibidores de MLCK (ML-7) e ROCK (Y27632) juntos altera a
morfologia de células LOW, mas ndo de células HIGH e diminui a velocidade de
migragdo

O uso dos inibidores de ROCK (Y27632) e MLCK (ML-7) juntos alterou a morfologia
de células LOW + ML-7 + Y27632 (quando comparadas com células LOW da figura 38 A e
LOW + DMSO da figura 39 A), deixando-as bem alongadas e com a presenca de caudas
longas (Figura 40 A). As células HIGH + ML-7 + Y27632 continuaram apresentando
morfologia bem alongada, fusiforme e com caudas longas (Figura 40 B). A velocidade de
migracdo reduziu nas células HIGH + ML-7 + Y27632 (119,21 + 6,25 vs. 93,04 + 6,13, média
+ EPM, * p< 0,05) (Figura 40 C).
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Figura 40- Imagens representativas da migra¢ao de fibroblastos NIH-3T3 cultivados em meio LOW
(LG) e HIGH (HG) com ou sem inibidor de MLCK (ML-7 20 um) e ROCK (Y27632 30 um).
(A) Imagens de células LOW + ML-7 + Y27632 obtidas de filmes de time-lapse ao longo
de 18 horas de migragdo. (B) Imagens de células HIGH + ML-7+ Y27632 obtidas de
filmes de time-lapse ao longo de 18 horas de migra¢do. (C) Velocidade de migragdo
expressa em um/h Barra= 50 um. NUmero de células por experimento LOW + ML-7 +
Y27632=20; HIGH + ML-7+ Y27632= 23. Analise estatistica utilizada: teste t de student,
p< 0,05.
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5.3.9 A concentracdo elevada de glicose ndo altera a expressGo e distribuicGo de
miosina Il A em fibroblastos NIH-3T3

Apds a constatacdo de que os fibroblastos em meio HIGH apresentavam uma
diminui¢do da velocidade de migragao, associada com uma alteragdo no citoesqueleto de
actina, a presenca de cauda longa (dificuldade de retracdo da porcdo traseira) e uma
aparente diminuicdo de fibras de estresse, resolvemos investigar a potencial regulacdo da
expressao e distribuicdao da miosina Il A nos fibroblastos.

Os ensaios de imunocitoquimica para miosina IIA mostraram que esta proteina é
bastante expressa e encontra-se distribuida por todo o corpo celular e processos; esta
também presente em fibras de estresse (Figura 41). A glicose elevada ndo alterou esta
distribuicdo (Figura 41). A andlise por western blotting confirmou a ndo alteracdao da

expressao de miosina Il A pela glicose (Figura 42).
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Figura 41- Imunofluorescéncia para miosina IIA. Fibroblastos NIH-3T3 cultivados em meio LOW (A
e B) ou HIGH (C e D). Miosina Il A (A e C), Miosina IIA + F-actina (vermelho) (B e D).
Verde: anticorpo primdrio anti-MIIA. Vermelho=F- actina. Azul= nicleo. Objetiva 63 X.
Barra= 10 um
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Figura 42- Western Blotting para miosina llA. Lisado total de fibroblastos cultivados em meio LOW
e HIGH foi submetido a eletroforese e subsequente imunodeteccdo de miosina IIA e 3-
actina (controle interno). Foram realizados cinco experimentos com trés extracGes
diferentes. Teste t de Student. A densitometria dptica das bandas foi realizada com
software Image J e os valores obtidos através da razao entre miosina IIA e B-actina.

5.3.10 A concentragdo elevada de glicose altera a distribuicGio, mas nédo a expresséo de
miosina Il B em fibroblastos NIH-3T3

Em fibroblastos cultivados em meio LOW a miosina |IB estava distribuida na regido
da cauda e centro da célula, mas ndo na regido do lamelipddio (Figura 43 A e B). Jd em
fibroblastos cultivados em meio HIGH, a miosina IIB apresentou-se distribuida em todo o
corpo célula, de forma uniforme. Além de estar presente na regido da cauda e lamela,
também foi observada na regido do lamelipddio, diferentemente das células controle
(Figura 43 C e D). A analise do lisado total dos fibroblastos cultivados em meio LOW e
HIGH por western blotting mostrou que ndo ha alteracdo na expressdao desta proteina

entre os grupos (Figura 44).
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Figura 43- Imunofluorescéncia para miosina IIB. Células low (A e B) high (C e D) apresentam
diferencas na distribuicdo e imunomarcagado da proteina miosina llB (A e C).EmBe D
observa-se a sobreposicdo entre actina e miosina IIB. Verde: anticorpo primario anti-
MIIB. Vermelho=F- actina. Azul= nucleo. Objetiva 63 X. Barra= 10 um.
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Figura 44- Western Blotting para miosina IIB. Lisado total de fibroblastos cultivados em meio LOW
e HIGH foi submetido a eletroforese e subsequente imunodeteccdo de miosina IIB e B-
actina (controle interno). Foram realizados cinco experimentos com trés extracées
diferentes. Teste t de Student. A densitometria dptica das bandas foi realizada com
software Image J e os valores obtidos através da razao entre miosina IIB e B-actina.

5.3.11 A concentragdo elevada de glicose ndo altera a distribuicdo da por¢éo regulatdria
da cadeia leve de miosina Il (MRLC) em fibroblastos NIH-3T3

A proteina MRLC é a cadeia leve regulatdria de miosina Il, sendo responsavel pela
regulacdo da ativacdo dos sitios de miosina. As analises de imunocitoquimica mostraram
gue ndo houve diferenca entre os grupos LOW e HIGH. A MRLC apresentou-se distribuida

uniformemente em todo o corpo celular, com marcagao puntiforme (Figura 45).
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Figura 45- Imunofluorescéncia para MRLC. Células low (A e B) high (C e D) ndo apresentam
diferencas na distribuicdo e imunomarcagdo da proteina MRLC (A e C). Em B e D
observa-se a sobreposicdo entre actina e MRLC. Verde: anticorpo primario anti-MRLC.
Vermelho=F- actina. Azul= nicleo. Objetiva 63 X. Barra= 10 um.

5.3.12 Fibroblastos cultivados em meio HIGH possuem menos MLC fosforilada (menor
atividade de miosina Il) comparados com fibroblastos cultivados em meio LOW

A ativacdo de miosina Il ocorre através da fosforilacggo de MLC, por cinases
diversas, como ROCK ou MLCK. O anticorpo utilizado por nés reconhece um sitio de

fosforilagdo comum a estas duas cinases. O ensaio de western blotting revelou que os
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fibroblastos cultivados em meio HIGH possuem menor quantidade de MLC fosforilada

(pMLC) quando comparados a fibroblastos cultivados em meio LOW (Figura 46).
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Figura 46- Western Blotting para MLC fosforilada (pMLC). Lisado total de fibroblastos cultivados
em meio LOW e HIGH foi submetido a eletroforese e subsequente imunodeteccdo de
MLC fosforilada e B-actina. Foram realizados trés experimentos com trés extracdes
diferentes. Teste t de Student, *P<0,05. A densitometria éptica das bandas foi avaliada
com software Image J e os valores obtidos através da razdo entre MLC fosforilada e B-
actina.

5.3.13 Fibroblastos cultivados em meio HIGH exercem menor for¢a de tragdo sobre o
substrato, detectada pela técnica de Traction force Microscopy (TFM), quando
comparados a fibroblastos cultivados em meio LOW

Durante a migracao de fibroblastos, ocorre interacdo com o substrato através da
acdo de complexos adesivos contendo integrinas e miosina Il (dentre outras iniUmeras
proteinas). Por meio dos complexos em amadurecimento e maduros as células exercem
forca sobre o substrato, devido a atividade de miosina Il. A técnica de TFM detecta a forca
gue as células exercem sobre o substrato através de microesferas fluorescentes, cujo sinal
é registrado pelo microscdpio confocal. Estas microesferas se deslocam quando as células

sdo separadas do substrato por tripsinizacdo, e a forca é proporcional a este
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deslocamento. O deslocamento é medido em vetores, e valores de deslocamento sdo
transformados em intensidade e cor, e assim o grafico de mapa de forc¢a é gerado (Figura
47 A). Os resultados mostram que os fibroblastos em meio HIGH exercem menor forca de
tracao sobre o substrato (forca total). A razdo entre forga total e a drea da célula (mean

stress) também estava reduzida em células cultivadas em meio HIGH (Figura 47 B e C).
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Figura 47- Ensaio de detecgdo de forga sobre o substrato por Traction Force Microscopy (TFM). A)
imagens em contraste de fase e o mapa de for¢a gerado apds a adigcdo da tripsina
(células estdo desaderindo). Células em meio HIGH apresentam menor forca de adesao
ao substrato, observada no mapa de for¢a pela menor presenca de pontos vermelhos e
quantificados no grafico. B) A forga total exercida no substrato é menor em fibroblastos
em meio HIGH em com os fibroblastos em meio LOW. C) Mean stress é a relagdo entre
a forca total e drea da célula e também mostra uma reducdo em fibroblastos em meio
HIGH. Teste t de student, com *=P<0.05. Foram realizados trés experimentos com duas
exposi¢oes diferentes. n=6 células LOW e n= 7 células HIGH.

Os resultados apresentados nesta tese encontram-se resumidos no item anexo,

nas paginas 133-137.
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6 DISCUSSAO

Este estudo fornece resultados novos e complementares sobre dois importantes
aspectos que envolvem a cicatrizagdo deficiente, uma complica¢do frequente do Diabetes
Mellitus: o efeito da glicagdo do coldgeno sobre fibroblastos e o papel da alta
concentracdo de glicose na contratilidade destas células. Assim como descrito nos
resultados, a discussdo sera dividida, mas com um contexto em comum, uma vez que 0s
dois grupos de resultados sdo paralelos e complementares para embasar outros estudos e
aumentar o grau de compreensao do processo de cicatrizacdo deficiente de feridas em
pacientes diabéticos.

Com o envelhecimento e o aumento do nimero de individuos diabéticos, torna-se
cada vez mais necessario o entendimento de mecanismos relacionados as complicacdes
desta patologia. Sabe-se que envelhecimento e diabetes possuem em comum o aumento
de AGEs, que ainda sdo pouco compreendidos em relacdo as fun¢des que desempenham
nestas duas condigdes. Existem diversos AGEs utilizados em estudos com o objetivo de
mimetizar o que acontece in vivo no microambiente de tecidos ou érgaos de pacientes
diabéticos

No caso especifico do nosso estudo, a pele foi escolhida como d6rgao a ser
estudado e o método selecionado para glicacdo in vitro do coldgeno foi o que utiliza acido
glioxilico. Na pele, sabe-se que o colageno tipo | possui uma meia-vida longa, podendo
assim acumular muitas altera¢des causadas pela alta concentracdo de glicose circulante.

Utilizamos ratos da linhagem Wistar com DM induzido pela droga
estreptozotocina, que destréi células produtoras de insulina no pancreas; os animais
permaneceram diabéticos por 30 dias. Apds esse periodo, os fibroblastos dérmicos foram
isolados e mantidos em meio de cultura in vitro com a concentracdao de glicose elevada.
Assim, de maneira pontual, mantivemos algumas das condi¢cdes existentes in vivo e

avaliamos os efeitos da glicacdo sobre estes fibroblastos. Observamos que, pelo menos
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para o colageno extraido da cauda do rato, 30 dias de DM ndo foram suficientes para
aumentar significativamente o grau de glicacao (resultados ndo apresentados); por esta
razdo optamos pela glicagdo in vitro.

Inicialmente padronizamos a glicagdo do colageno tipo | derivado de cauda de rato
e analisamos os efeitos desta glicacdo sobre suas propriedades bioquimicas e mecanicas.
Foi utilizada a metodologia de Liao, Zakhaleva e Chen (2009), que utilizaram colageno
comercial liofilizado, acido glioxilico e cianoborohidreto de sédio, numa reagdo rdpida (24
horas). A confirmagdao da glicacdo naquele estudo foi feita por imunohistoquimica para
CML (aumentada) e ensaios de propriedades mecanicas, como curva de
tensdo/deformacdo (reduzida), dureza (elevada) e elasticidade (reduzida). No presente
estudo utilizamos colageno liofilizado originado da cauda de ratos ndo-diabéticos por
extracdo em acido. Realizamos a glicacdo com acido glioxilico e cianobodohidreto de sddio
e analisamos a formacao de AGEs totais por fluorimetria, segundo trabalho de Pageon et
al., 2007. Foram utilizadas como amostras de referéncia para deteccdo de AGEs totais
(padroes positivo e negativo) a albumina sérica obtida de pacientes diabéticos
descompensados e de pacientes controles. Os resultados obtidos mostraram que a
glicacdo in vitro foi efetiva e que estava dentro de padrdes que poderiam ser facilmente
observados em pacientes diabéticos. A presenca de aminas livres nas amostras de
colageno glicado também mostrou-se menor, comparando-se com o colageno normal,
conforme esperado. Demonstramos também que o coldgeno glicado poderia ser
reconstituido para formar um gel tridimensional, mas apresentava, conforme analise por
Second Harmonic Generation (SHG), feixes de fibras mais espessos e alguns grumos,
diferentemente do coldgeno ndo glicado. Essas metodologias foram previamente
utilizadas por Francis-Sedlak et al. (2009) e tém sido bastante empregadas para
confirmacdo de glicacdo in vitro. Por fim, ensaios para avaliacido de propriedades
mecanicas dos coldgenos liofilizados foram realizadas pelo Instituto de Pesquisas
Tecnolégicas-IPT, segundo metodologia descrita por Liao, Zakhaleva e Chen (2009), e
mostraram uma diminuicdo da resisténcia a tracdo e do médulo de elasticidade, revelando

gue o coldgeno glicado possuia maior facilidade de romper-se quando submetido a forcas
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externas. Sabe-se que o colageno glicado apresenta, de fato, propriedades mecanicas
alteradas, ja que individuos diabéticos apresentam diminuicdo da viscoelasticidade de
tenddes, perda da plasticidade e tenacidade de ossos, aumento da rigidez de cartilagens,
perda da elasticidade da pele e aumento da resisténcia a acao das MMPs (GAUTIERI et al.,
2014).

O colageno glicado in vitro foi também empregado em um estudo recente em
colaboracdo Pennacchi et al. (2015) utilizando modelo de pele equivalente reconstituida.
Naquele modelo, a confirmagdo da glicacao foi feita por imunocitoquimica para CML,
observando-se um aumento evidente tanto na derme quanto na epiderme. A andlise por
SHG revelou diferengas na organizagao do coldgeno glicado na pele equivalente; a derme
apresentou-se mais compacta e achatada, com a presenca de espacos vazios, talvez
resultantes das ligacGes cruzadas aumentadas no colageno glicado. Descreveram-se, pela
primeira vez, diversas alteracdes na epiderme quando a derme é glicada in vitro, como p.
ex. diminuicdo da espessura, aumento de expressdo de citoqueratina 10, aumento de E-
caderina e desmogleina; na derme observou-se, além da alteracdo na distribuicdo de
colageno tipo |, a auséncia de alteracdo na expressdo de alfa a-actina de musculo liso
(miofibroblastos).

Em seguida a padronizagao da glicagdo in vitro, foram realizados os ensaios
funcionais com o objetivo de investigar o efeito da glicacdo na interagdo célula-matriz de
colageno. Para isso, realizamos os ensaios com os fibroblastos derivados de ratos controle
e diabéticos. Em um estudo anterior do nosso grupo observamos que fibroblastos
derivados de ratos diabéticos apresentam menor expressao de integrinas ligantes de
fibronectina na superficie celular (em fase de preparacdo) >. Sendo assim,
hipoteticamente, a resposta de fibroblastos de ratos diabéticos a matriz glicada poderia
ser diferente daquela apresentada por fibroblastos derivados de ratos controle. A curva
de crescimento, resultante de proliferacdao e morte celular ao longo de 72 horas, mostrou

gue a glicacdo do coldgeno reduziu o crescimento de fibroblastos derivados de diabéticos

* Almeida MES, Monteiro KS, Kato EE, Sampaio SC, Braga TT, Camara NOS, Lamers ML, Santos MF. Diabetes
Mellitus Reduces the Cell Surface Expression of Fibronectin Receptors in Rat Dermal Fibroblasts and Impairs
Cell Adhesion and Migration. 2015
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apos 72 horas; este resultado ndo foi observado sobre o colageno ndo glicado.
Provavelmente esta reduc¢do estava relacionada a proliferagao celular, ja que o nimero de
células mortas coradas com azul de Tripan ndo aumentou neste periodo. Este resultado
corrobora estudos mostrando diminuicdo da proliferacdo celular frente a glicagdo com 3-
Deoxyglucosona (3-DG) em gel 3D, via diminui¢do de ERK1/2 (LOUGHLIN; ARTLETT, 2009)
e também em gel 3D glicado com acido glioxilico (LIAO; ZAKHALEVA; CHEN, 2009).

Durante a adesdo inicial das células ao coldgeno (1 hora), fibroblastos derivados de
ratos controle e diabéticos similarmente apresentaram menor area de espraiamento
frente a glicacdo. Da mesma forma, durante a migracdo, a formacdo de protrusdes por
estas células também foi retardada. No entanto, sobre o coldgeno normal, enquanto
fibroblastos derivados de ratos controle apresentaram majoritariamente um lamelipédio
Unico e progressivo ao longo do tempo, fibroblastos derivados de diabéticos
apresentaram projec¢ées multiplas. Segundo Hudson et al. (2008), o receptor de AGEs
(RAGE), quando ativado, pode ativar a GTPase Racl (dentre outras vias) que, por meio de
seus efetores, poderia promover a formacdo de multiplos lamelipddios simultaneamente.
Sendo assim, assumindo que células derivadas de diabéticos apresentam maior atividade
de RAGE (por maior expressdo ou ativacdo), quando cultivadas sobre o colageno glicado
estas células poderiam responder com ativacdo de Racl. Curiosamente, nds
demonstramos anteriormente que células CHO-K1 cultivadas sobre fibronectina e
expostas a glicose elevada também apresentavam maior atividade de Racl e menor
polaridade (LAMERS et al., 2011). Este efeito era dependente de estresse oxidativo, mas a
participacdo de RAGE nao foi avaliada.

O efeito observado sobre o espraiamento inicial ndo se manteve ao longo do
tempo, ja que apds 24 horas a area de espraiamento era semelhante entre células
derivadas de controle e diabéticos, tanto sobre o colageno normal quanto sobre o
colageno glicado. Diferencas no arranjo de F-actina n3dao foram observadas, mas a
imunomarcacdo para o-actina de mdusculo liso (a-SMA) foi diferente entre células
derivadas de controles e diabéticos. Embora a expressdao de a-SMA aparentemente nao

tenha se alterado, houve maior co-localizacdo de a-SMA com fibras de estresse em células
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de diabéticos. Este efeito foi observado sobre colageno normal e glicado. Foi demonstrado
que fibroblastos cardiacos normais frente ao coldgeno glicado apresentavam expressao
aumentada de a-SMA (YUEN et al., 2010). Por outro lado, fibroblastos cardiacos cultivados
em 25 mM de glicose apresentaram menor marca¢do para a-SMA, porém com uma
intensidade maior em sobreposicdo com fibras de estresse, quando comparamos com o
mesmo fibroblasto cultivado em coldgeno normal (TALIOR-VOLODARSKY et al., 2014).

A glicacdo do coldgeno prejudicou a migracdo de fibroblastos derivados de animais
controle e diabéticos. As células de diabéticos, que ja apresentavam migracao deficiente
sobre colageno normal, praticamente ndo se deslocaram sobre o colageno glicado. Nao
temos conhecimento de outro estudo na literatura que tenha avaliado a migracao de
fibroblastos de diabéticos sobre o coldgeno glicado, sob elevada concentracao de glicose.
O fenétipo celular com menor velocidade, menor direcionalidade e formacao de projecdes
multiplas e instdveis (compativel com uma intensa ativacdo de Racl) ja havia sido
observado por nés anteriormente (LAMERS et al.,, 2011). A incapacidade das células de
migrar sobre o coldgeno glicado, no entanto, sugere um comprometimento de fatores
adicionais. Uma possivel explicacdo seria a deficiente expressao de integrinas contendo a
subunidade B1.

A interacdo célula-MEC ocorre por intermédio de diferentes receptores,
principalmente integrinas. Integrinas ligantes de colageno reconhecem sequéncias
especificas de aminodcidos na molécula de coldgeno. AGEs acumulam-se aleatoriamente,
podendo alterar estes sitios de ligacdo. Adicionalmente, o acimulo de AGES pode levar
diretamente a formacao de liga¢des cruzadas em componentes da MEC, o que altera o
funcionamento adequado de varias outras macromoléculas, bem como sua interacdo (BU
et al., 2010; TAN et al., 2006; WANG et al., 2012). Nossos resultados mostram uma
reducdo da imunomarcacdo de integrina B1 em fibroblastos derivados de ratos diabéticos
sobre o colageno glicado. Nao observamos uma alteracao evidente da distribuicdo de B1
em células de animais controle sobre o colageno glicado, mas um estudo de Loughlin e
Artlett (2009) mostrou que, em colageno glicado com 3-Deoxyglucosona (3-DG) em gel

3D, houve aumento do RNAm para a subunidade B1 em fibroblastos, acompanhado de
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forte adesdo ao substrato, migracao reduzida, diminuicdo da expressdo proteica de cinase
de adesao focal (FAK), da imunolocalizagdo de paxilina e de FAK perinuclear e um
aumento do marcador de estresse de reticulo endoplasmatico GADD153.

Em outro estudo, foi demonstrado que fibroblastos cardiacos cultivados sobre
coldgeno glicado in vitro com metilglioxal (MGO) apresentaram aumento da expressao de
integrina all, que compde um receptor de coldgenos. A imunomarca¢do para esta
subunidade, no entanto, mostrou-se presente em adesdes menores sobre o colageno
glicado, quando comparado ao colageno normal. Além disso, essas células apresentaram
uma reducdo de 4x da ligagdo/avidez da integrina a11B1, sugerindo menor funcionalidade
deste receptor (TAILOR-VOLODARSKY et al., 2014). O mesmo estudo mostrou que o
colageno glicado induziu um aumento de TGF-B2, mas nao de TGF-B1 ou TGF-B3 (TAILOR-
VOLODARSKY et al., 2014). O aumento do TGF- B2 é observado em varios tecidos de
animais diabéticos, inclusive glandulas exdcrinas, podendo estar relacionado a fibrose
(LAMERS et al., 2007).

Em geral, as células sdo capazes de detectar areas de maior rigidez na MEC e
aumentar sua contratilidade em resposta a este microambiente (LO et al., 2000). Neste
estudo mostramos através da técnica de OMTC, que os fibroblastos derivados de ratos
diabéticos frente ao coldgeno glicado (mais rigido) apresentavam uma diminuicdo da
rigidez do citoesqueleto. Esta tendéncia ja era observada sobre o colageno normal, mas
ndo foi significativamente diferente. Esse resultado ndo esperado pode ser resultante da
diminuicao de integrinas B1, impossibilitando a correta interagdo com o substrato e
resultando em menor sensibilidade da célula a MEC.

Em paralelo a andlise dos efeitos do colageno glicado sobre células de animais
controle e diabéticos, decidimos avaliar a contratilidade dos fibroblastos em ambiente
com elevada concentracdo de glicose. Conforme ja mencionado na introducdo, a
contratilidade mediada por miosina Il € muito importante para a constituicao das fibras de
estresse, maturacdo de adesGes a MEC e migracao celular.

Observamos previamente que fibroblastos derivados de ratos diabéticos cultivados

em gel 3D de coldgeno/fibronectina migravam menos que fibroblastos de ratos controle,



109

mas ndo apresentavam piora da migracdo na presenca de um inibidor de ROCK (Y27632),
ao contrario das células controle (ALMEIDA, 2011). Estes resultados sugeriam que, em
condicdo hiperglicémica, estes fibroblastos ja apresentavam uma deficiéncia na
contratilidade celular. Esta hipdtese foi reforgada por outros resultados, como p. ex. o fato
de células de diabéticos terem sua velocidade de migracdo acelerada pela adi¢cdo de
fibronectina exdgena, igualando-se a velocidade de células controle, mas continuarem
deslocando-se deficientemente em ensaios de transwell, que exigem uma deformacao do
corpo celular para passagem pelos poros da membrana (em fase de elaboragéo)“.
Adicionalmente, as células de diabéticos apresentavam fendtipo semelhante a células com
menor contratilidade, tanto em matriz 2D quanto em matriz 3D, p. ex. exibindo caudas
alongadas (ALMEIDA, 2011).

O modelo experimental selecionado por ndés para estudar os efeitos da glicose
elevada sobre a contratilidade celular foi a linhagem de fibroblastos murinos NIH-3T3
cultivada na presenca de glicose 30 mM (HG) por 15 dias. Os resultados mostraram que
nao houve alteracdo do numero de células aderidas ao substrato (fibronectina) e na area
de espraiamento celular inicial (1 hora). Este resultado foi diferente do observado por nés
previamente com fibroblastos derivados de ratos diabéticos, que apresentaram o mesmo
numero de células aderidas, mas com menor espraiamento inicial (ALMEIDA, 2011). Esta
dificuldade inicial no espraiamento era, no entanto, compensada ao longo de 24 horas.

O citoesqueleto de células cultivadas em HG apresentava menos fibras de estresse
e as células apresentavam caudas longas na parte posterior, sugerindo contratilidade
deficiente. Em matriz 2D de fibronectina a velocidade de migragao foi reduzida em 34%
pela glicose elevada, acompanhada de um aumento de 60% na direcionalidade. Nao
houve diferenca na distancia relativa. O citoesqueleto das células em matriz 2D também
sugere menor contratilidade apds exposicdo a HG, o que poderia envolver miosina ll e a
via de Rho GTPases, principalmente Rho A. Em nossos resultados utilizando inibidores de

cinases observamos diferentes efeitos de ML-7 e Y27632 sobre as células LOW e HIGH. O

* Almeida MES, Monteiro KS, Kato EE, Sampaio SC, Braga TT, Camara NOS, Lamers ML, Santos MF. Diabetes
Mellitus Reduces the Cell Surface Expression of Fibronectin Receptors in Rat Dermal Fibroblasts and Impairs
Cell Adhesion and Migration. 2015
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inibidor de ROCK teve um efeito sobre as células LOW + Y27632, modificando sua
morfologia e, ja em células HIGH + Y27632, ndo houve mudanca adicional, as células
continuavam semelhantes as células HIGH (semelhante ao que foi observado por
ALMEIDA, 2011 em células 3D). Com essa auséncia de alteragdo das células HIGH + Y27632
podemos sugerir que a alta concentracdo de glicose por si s altera a morfologia das
células HIGH, possivelmente em alguma via de sinalizagao envolvendo a inibi¢do de ROCK.

Ao utilizarmos o inibidor de MLCK (ML-7) observamos que em células HIGH + ML-7
houve uma mudang¢a na morfologia, com fenétipo semelhante ao de uma célula LOW +
DMSO. Além disso, a velocidade de migracdo das células HIGH + ML-7 aumentou
comparando tanto com as células LOW + ML-7 e com células LOW + DMSO. Quando
adicionamos os dois inibidores de cinases juntos (ML-7 e Y27632), observamos uma
mudanca evidente no citoesqueleto de actina das células LOW + ML-7 + Y27632 e, ja em
células HIGH + ML-7 + Y27632 as células ndo apresentaram mudancas na morfologia. A
velocidade de migracdo estava reduzida em células HIGH + ML-7 + Y27632.

Sabe-se que a regulacao da ativacao das miosinas ocorre com o balango de cinases
e fosfatases. ROCK é uma cinase efetora de RhoA que fosforila a subunidade MBS inibindo
a atividade fosfatase de MLC e aumentando a fosforilagdo de MIl. O inibidor de ROCK
(Y27632) atua inibindo tanto ROCK1 quanto ROCK2 em dominios de cinase ATP
dependente (LIAO; SETO; NOMA, 2007).

A MLCK é uma cinase pertencente a subfamilia da serina/treonina que é regulada
pela calmodulina de maneira calcio dependente. O inibidor ML-7 inibe MLCK através da
competicdo pelo sitio de ATP da proteina cinase C (PKC). Com a utilizacdo do sitio de ATP
da PKC pela ML-7, nJo ocorre a ligacdo entre Ca’*/calmodulina, ndo havendo ativag3o de
MLCK. A explicacdo do fendtipo alterado e da velocidade de migracao em células HIGH +
ML-7 aumentada pode ser explicado por uma possivel alteracdo da atividade de fosfatase
(devido a diminuicdo de MLCK e ROCK).

Segundo Connell e Helfman (2006) ainda é desconhecido porque células utilizam
multiplas cinases pata fosforilar e ativar miosina Il. Trabalhos mostram a atividade

independente de MLCK e ROCK em fibroblastos 3T3, onde MLCK é responsavel pela
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formacdo de fibras de estresse na periferia da célula e ROCK no centro da célula
(TOTSUKAWA et al., 2000). Ainda, foi demostrado que a ativacao de ERK pela cascata de
Ras era dependente de MLCK e ndo de ROCK (HELFMAN, PAWLAK, 2005). A ativacdo de
ROCK é também necessdria para a sobrevivéncia de alguns tipos celulares (LI et al., 2002),
indicando que os efeitos do uso de inibidores sdo tipo celular especifico. Segundo Connell
e Helfman (2006), sugerem-se papéis distintos para ROCK e MLCK na sobrevivéncia celular
em células epiteliais, sendo essa dependente de MLCK e ndo de ROCK. .

A morfologia com caudas alongadas tem sido associada a menor contratilidade em
diferentes tipos celulares. Em células de fibroma, p. ex., a inibicdo de ROCK alterou a
distribuicdo de vinculina (proteina de adesao) e F-actina, mantendo-se a sua organiza¢ao
na periferia e desorganizando no centro celular (TOTSUKAWA et al.,, 2004). Segundo
Vicente-Manzanares et al. (2008), células deficientes de MIIA exibem largos lamelipddios
e nao retraem a parte traseira do corpo celular, resultando numa cauda longa. Esse
fenétipo também foi observado em macréfagos sob efeito do inibidor de ROCK
(WORTHYLAKE et al., 2001). Em nosso trabalho, uma observacdo interessante foi o
aumento da direcionalidade das células sob HG, talvez associada a cauda longa. Este
resultado foi diferente daquele observado com fibroblastos primarios, que nao
apresentavam diferencas na direcionalidade em HG. Acreditamos que a baixa
direcionalidade de células NIH-3T3 LOW, quando comparadas aos fibroblastos primarios,
explique esta observacdo. Também ndo houve alteracdo na polaridade das células
expostas a HG, diferentemente do resultado observado previamente por nds em células
CHO-K1 (LAMERS et al., 2011).

As matrizes 3D tém sido utilizadas como modelos mais proximos ao
microambiente fisioldgico de fibroblastos, ja que as células encontram-se imersas na
matriz e a polaridade dorso-ventral observada em matrizes 2D é eliminada. Em estudo
anterior observamos uma redugdo de aproximadamente 56% na velocidade de migragao
de fibroblastos derivados de ratos diabéticos em matriz de colageno/fibronectina
(ALMEIDA, 2011). Estudos comparando o comportamento celular em 2D e 3D revelaram

diferencas na morfologia, migracdo, adesdo e sinalizacdo. A distribuicao de F-actina em 2D
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€ marcadamente presente nas células, enquanto que em 3D as fibras de estresse sdo
poucas, delgadas e mais perifericamente localizadas (HAKKINEN et al., 2011). No presente
estudo as células NIH-3T3 cultivadas em meio HG e matriz 3D de colageno/fibronectina
apresentaram mais protrusdes, mais espiculas ou filopddios, muitas vezes nao
estabelecendo uma polaridade definida. Este fendtipo é compativel com aquele
apresentado por células tratadas com blebistatina, um inibidor de miosina Il (resultados
nao publicados).

Em fibroblastos, existem duas principais formas de miosina Il descritas, MIIA e
MIIB, que possuem diferentes funcdes na regulacdo da atividade contratil e na localizacdo
celular (KOLEGA, 1998; KIM et al., 2005). Tanto miosina IIA quanto miosina IIB atuam na
formacado de fibras de estresse (WEI; ADELSTEIN, 2000; BAO; JANA; ADELSTEIN, 2005). A
MIIB controla a estabilidade da protrusdo, enquanto a MIIA esta envolvida na regulacdo
do fluxo retrégrado de actina (CAIl et al., 2006). Especificamente, miosina IIA realiza a
retracdo da cauda durante a migracdo (CHRZANOWSKA-WODNICKA; BURRIDGE, 1996;
WORTHYLAKE et al., 2001), enquanto a MIIB regula o posicionamento do nucleo e do
centro organizador de microtubulos (MCOT) (GOMES; JANI; GUNDERSEN, 2005). As células
sem MIIB apresentavam protrusdes multidirecionais, perda de polaridade e localizagdo
alterada de Golgi e MTOC (LO et al., 2004).

Neste estudo, a expressao proteica de MIIA e MIIB nao foi alterada pela glicose
elevada, embora a fosforilagdo de MLC estivesse reduzida, confirmando uma menor
atividade de miosina Il. A distribuicdo de MIIB, antes restrita ao corpo celular e porc¢ao
traseira das células, tornou-se difusa por todo o corpo celular e protrusdes. As diferencas
ja descritas de funcdo e localizacdo entre MIIA e MIIB podem explicar a alteracdo pela alta
concentracao de glicose apenas na localizagcdo de MIIB, e nao de MIIA.

Relatos na literatura relacionando miosina Il e diabetes sdo escassos. A expressado
de miosina IIB em cérebro de ratos diabéticos mostrou-se maior quando comparada a
expressdo em cérebro de ratos n3o diabéticos (CALABRIA et al., 2011). Em cérebro de
ratos diabéticos, a MIIB estava localizada na regido do hipocampo e no cértex pré-frontal;

Ainda, o tratamento com um hipoglicemiante oral modificou a reduzindo sua marcacdo
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nessas regioes (DA COSTA et al., 2014). Interessantemente, em astrocitos, o estresse
oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio promoveu uma reorganizagdo do
citoesqueleto e um aumento da associacdo de filamentos de actina e miosina (ZHU et al.,
2005). De fato, miosina parece ser particularmente sensivel a danos causados pelo
estresse oxidativo (ARAGNO et al.,, 2004; COIRAULT et al., 2007). Nés reportamos
anteriormente que alteragdes na migracdo celular e no citoesqueleto de actina,
promovidas pela atividade aumentada da GTPases Racl, eram dependentes do estresse
oxidativo promovido pela glicose elevada (LAMERS et al., 2011). Naquele estudo,
curiosamente, a atividade de RhoA também mostrou-se aumentada em células CHO-K1,
mas promovida pela osmolaridade da glicose e ndao pelo estresse oxidativo. Mesmo com
Rho A mais ativa, as células ndo apresentavam fendtipo de contratilidade aumentada,
pelo contrario: a maturacdo das adesdes junto a MEC, um processo dependente de M|,
estava reduzida (LAMERS et al., 2011).

A reducdo de fosforilagdo de MLC em fibroblastos cultivados em meio HG sugere
reducdo da contratilidade celular, e este resultado foi corroborado pelos experimentos
utilizando Traction Force Microscopy (TFM), que mostraram uma menor forca exercida
por estas células sobre o substrato por meio de suas adesdes. A fosforilagdo de MLC é
regulada principalmente pela acdo de duas cinases, ROCK e MLCK, e também pela
fosfatase de MLC (MLCP). Uma vez fosforilada, a Mll interage com a actina para formacao
de fibras de estresse e outras estruturas contrateis. Ndo sabemos ao certo qual a
localizagao de MLC fosforilada em nossas células em meio HG.

Finalmente, os resultados de TFM demonstrando uma menor tensdo exercida
pelas células sobre o substrato poderia também estar relacionado a uma menor expressao
de integrinas na superficie celular. Fibroblastos derivados de ratos diabéticos
apresentaram menor expressdao de integrinas av e a5 na superficie (em fase de
elaboragdo) °. Adicionalmente, a alteracdo da localizacio de MIIB também poderia

contribuir para a reducdao da tensdo exercida no substrato. A montagem inicial das

> Almeida MES, Monteiro KS, Kato EE, Sampaio SC, Braga TT, Camara NOS, Lamers ML, Santos MF. Diabetes
Mellitus Reduces the Cell Surface Expression of Fibronectin Receptors in Rat Dermal Fibroblasts and Impairs
Cell Adhesion and Migration. 2015
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adesGes é mecanisticamente e cineticamente ligada a polimerizacdo de actina no
lamelipddio, onde a Ml exerce tensdo através da mudanga conformacional exercida sobre
as proteinas dos complexos de adesdo, contribuindo para a maturacdo das adesdes. Além
disso, a formacao de fibras de estresse também contribui para a maturagao e estabilidade
das adesdes. Segundo Vicente-Manzanares et al., 2008, MIl mutantes que ainda formam
fibras de estresse e ligam-se a actina, mas ndao possuem sua atividade motora, induzem a
formacao de adesodes focais, sugerindo que o arranjo das fibras de estresse, e ndo apenas
a contratilidade, sdao importantes para a formagao das adesoes.

Resultados obtidos neste trabalho nos ajudam a elucidar como a alta concentracao
de glicose in vitro pode alterar os eventos que regulam a migracao deficiente de
fibroblastos. Informacdes sobre a regulacdo do citoesqueleto em fibroblastos expostos a
glicose elevada, assim como informacbes sobre o comportamento destas células
derivadas de animais controle e diabéticos frente a uma matriz modificada pela glicose
elevada, mais préximo do que ocorre in vivo, contribuem significativamente para uma

melhor compreensao da cicatrizacdo deficiente na pele de individuos diabéticos.
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7 CONCLUSOES

. A glicagao do colageno | com acido glioxilico aumentou a rigidez e reduziu a
elasticidade do coldageno, com a maior presenca de AGEs totais e ligagGes cruzadas
e menor disponibilidade de aminas livres. A glicacdo ndo impediu a polimerizacdo
do coldgeno, embora o aspecto do gel tenha sido modificado, com o aparecimento

de fibras mais grossas e grumos.

° O coldgeno glicado in vitro por acido glioxilico afetou negativamente a migracdo de
fibroblastos provenientes de ratos normais e, principalmente, de fibroblastos
derivados de ratos diabéticos. De forma geral, houve maior lentiddo no
espraiamento celular e formacdo de protrusGes. Em células derivadas de
diabéticos houve reducdo da proliferacdo e alteracdo de adesdes celulares, com
grande reducdo da integrina B1 nestas adesdes. As células apresentaram também

uma menor rigidez do citoesqueleto.

° A alta concentracdo de glicose reduziu a contratilidade em fibroblastos NIH-3T3,
demonstrada pela menor fosforilacgdo da cadeia leve de miosina Il e por uma
menor tensao exercida pelas células sobre o substrato. A expressao de isoformas
Miosina IIA e IIB ndo foi alterada. Ja a distribuicdo de miosina IIB foi modificada,

tornando-se mais difusa nas células, inclusive em processos celulares.
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ANEXOS

QUADRO ESQUEMATICO COM RESUMOS DOS RESULTADOS:

1.
Colageno Normal: Efeitos do
DM

Células Controles (C) X Células Diabéticas (D)

Proliferacéio Ndo ha diferenca

Adesdo/espraiamento (1 h) Ndo ha diferen¢a de morfologia e drea

- C= Unica
Protrusoes .
D= mduaitipla

Ndo ha diferenca de morfologia e

Area e F-actina (24 h) drea

Diabetes

C= marcacdo difusa e ndo ha
sobreposiciio com F-actina
a-SMA D= intensa marcagdo com
sobreposiciio com F-actina

Redugdo de 44% em D
) n Direcionalidade ndo mudou
Migracao s ) L
Distdncia relativa diminui 44% em D

61 Ndo ha diferenca

OMTC Ndo had diferenca



Colageno I Glicado:
Células Controles (C) X Células Diabéticas (D)

Proliferacéio Diminui apos 72 horas em D
Adeséo/espraiamento (1 h) Ndo hd diferenca de morfologia e drea
n C= Unica
Protrusoes D= miiltipla

; Ndo ha diferenca de morfologia e
Area e F-actina (24 h) drea

C= marcagdo difusa e ndo ha
a-SMA sobreposi¢cdo com F-actina
D= intensa marcagdo com
sobreposi¢cdo com F-actina

Reducdo de 63% em D
Direcionalidade ndo mudou

Migragdo A . o
Distdncia relativa ndo mudou

61 Hé uma diminuicdo em D

OMTC Hé uma diminuigdo em D
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Células Controles
Colageno Normal (CN) X Colageno Glicado (CG)

Proliferacdo Ndo had diferenga

. . Hd reducdo da drea e diferenca na
Adesdo/espraiamento (1 h) £ 4 £

morfologia
Protrusées CN= dnica
CG= unica
; Ndo ha diferenca de morfologia e
Area e F-actina (24 h) drea

CN= marcagdo mais uniforme e pouca
sobreposicdo com F-actina
a-SMA CG= marcagdo difusa e sobreposicdo
em poucos locais com F-actina

Redugdo de 63% em CG
Direcionalidade ndo mudou

Migragdo o L
Disténcia relativa diminui 65% em CG

61 Ndo altera

OMTC Ndo had diferenga
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Células Diabéticas
Colageno Normal (CN) X Colageno Glicado (CG)

Ndo ha diferenca

Proliferacdo
~ . Hd reducgdo da ¢ di
Adesdo/espraiamento (1 h) aredugao da area e‘ Iferenca na
morfologia
" CN=multipla
Prot, -
rotrusoes CG= menor e mdultipla
) Ndo ha diferenca de morfologia e
Area e F-actina (24 h) drea

CN= marcacdo bem evidente com
sobreposicdo com F-actina

a-SMA CG= marcacdio bem evidente com
sobreposicdo com F-actina

Reducdo de 44% em CG
. ~ Direcionalidade ndio mudou
Migracao A . X L,
Distdncia relativa diminui 55% em CG
61 Hd grande reducdo em CG

OMTC Ndo ha diferenca
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Células LOW (LG) X

Células HIGH (HG)

Adesdo/espraiamento (1 h)

Nao ha diferenca

Citoesqueleto de actina 2D (24 h)

HIGH apresentam cauda longa e
menos fibras de estresse

Area (24 h)

N3o ha diferenca

Citoesqueleto de actina (3D)

HIGH apresentam corpo celular
mais arredondado e mais finos
prolongamentos
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N3o ha diferenca, maioria

Inibidor de ROCK (Y27632)

+ LOW com cauda longa
HIGH continua com cauda longa

Polaridade b k
polarizada * Na3o ha diferenca na velocidade
de migracao
* Reducdo de 33% na
velocidade
* Aumento de 60% na Inibidor de MLCK (ML-7)
Migragdo direcionalidade ]
+ Distancia relativa ndo muda * LOW morfologia normal
+ Morfologia de HIGH mais * HIGH perde a cauda longa,
alongada e com cauda longa adquire morfologia semelhante
ao longo da migracdo em Low
time-lapse * Velocidade de migracao aumenta
MIIA + N3o mudou a imunolocalizagdo
N3o alterou a expressio Inibidor de ROCK e MLCK (Y27632 + ML-7)
MIIB + Mais localizada nos lamelipédios em HIGH i
+ N3o mudou a expressio * LOW morfologia com cauda
longa
MRLC N3o mudou a imunolocaliza¢3o * HIGH continua com cauda longa
+ Velocidade de migragdo diminui
pMLC Diminui a fosforilacao em HIGH
TFM Diminui a for¢a de tragdo em HIGH
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