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Resumo

A comunicacdo entre células adjacentes ocorre através de gap junctions (GJ), sendo estas
constituidas por canais de proteinas denominadas conexinas (Cx). Uma das formas de regular
a comunicacdo intercelular é através da degradacdo das Cx. A ubiquitinacdo de Cx43 é um
sinal bem conhecido para a internalizacéo e degradacdo das GJ. Apesar de estar bem descrito
que em condigdes de hiperglicemia (HG) ocorre um aumento da degradagdo da Cx43, o
mecanismo endocitico associado € ainda desconhecido. Assim, o principal objetivo deste
trabalho é identificar os mecanismos e vias de sinaliza¢do envolvidos na degradacéo da Cx43
em células expostas a altas concentracdes de glucose (HG). Os resultados obtidos neste estudo
mostraram que em HG ocorre um aumento da ubiquitinacdo da Cx43, mediada pela proteina
ligase de ubiquitina Nedd4, levando a uma diminui¢do nos seus niveis na membrana

plasmatica (MP) e a um concomitante aumento na sua degradacao.
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Abstract

Communication between adjacent cells occurs through gap junctions (GJ) and these are
formed of channels composed of proteins called connexins (Cx). One way to regulate the
intercellular communication is through the Cx degradation. Cx43 ubiquitination is a well-
known signal of internalization and degradation of GJ. Although it is well known that in
conditions of high glucose (HG), there is an increase of Cx43 degradation, the endocytic
mechanism involved is yet unknown. Therefore, the main objective of this work is to identify
the mechanisms and signaling pathways involved in Cx43 degradation in cells exposed to
high glucose mediums (HG). The obtained results showed that in HG occurs an increase in
Cx43 ubiquitination, mediated by the ubiquitin protein ligase Nedd4, resulting in a decrease

in its levels on the plasma membrane, with the concomitant increase in its degradation.
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Introducéo

As gap junctions (GJ) sdo estruturas intercelulares presentes na membrana plasmaética (MP),
que permitem a comunicacdo direta entre células eucariotas. Estas estruturas permitem a
passagem de substancias de baixo peso molecular (< 1 kDa)®, tais como metabolitos, ides e
segundos mensageiros, através de células adjacentes, favorecendo o acoplamento metabdlico
e elétrico das células®, fundamental para a regulacdo de funcdes como a diferenciacdo,
desenvolvimento, polaridade, crescimento e morfogénese. Cada GJ é formado por dois
hemicanais, denominados conexdes, sendo cada um destes composto por seis conexinas (Cx).
As GJ existem na MP das células em placas, formadas por milhares de canais individuais®, e
encontram-se em diferentes células e tecidos, nomeadamente no musculo cardiaco, nos
neurdnios, nas células endoteliais ou nas células do epitélio pigmentado da retina (RPE). A
comunicacdo intercelular através das GJ (GJIC) pode ser regulada a diferentes niveis,
nomeadamente através da abertura e fecho dos canais, ou pelo nimero de canais presentes na
MP. Um dos mecanismos mais importantes que contribui para a regulagdo da quantidade de
canais presentes na MP é a internalizacdo, e consequente degradacdo®. A importancia da
comunicacéo intercelular nas células do RPE foi j& demonstrada®, tendo sido sugerido que
alteracdes que comprometam este mecanismo poderdo estar envolvidas no desenvolvimento
de doencas oculares, tais como a retinopatia diabética e a degenerescéncia macular
relacionada com a idade. Apesar de ter sido ja demonstrado que, quando uma célula é exposta
a altas concentracdes de glucose, ocorre uma diminuicdo dos niveis de Cx43°, os mecanismos
moleculares envolvidos séo ainda desconhecidos. Segundo a hipdtese deste estudo, que
podemos visualizar na figura 1, a hiperglicemia (HG) conduz a uma ativacdo da proteina
cinase C (PKC), que leva a fosforilagdo da Cx43. Esta, por sua vez, constitui um sinal para
ubiquitinacdo, mediada pela proteina ligase de ubiquitina E; Nedd4, permitindo o

recrutamento de um adaptador da via endocitica ja4 conhecido, Epsl5’, que reconhece



proteinas ubiquitinadas. Uma vez internalizadas, as vesiculas endociticas contento annular GJ
sdo degradadas no lisossoma. Assim, o principal objetivo deste projeto consiste em avaliar se
a ubiquitinacdo da Cx43 constitui o sinal para internalizacdo e degradacdo das GJ, em

condi¢cdes de HG. Para além disso, com este trabalho pretende-se identificar as vias de

A - @&

Figura 1 — Modelo proposto para a sinalizagdo da internalizacdo da Cx43. A

sinalizacdo e proteinas envolvidas neste mecanismo de degradacéo.

activacdo da PKC em condicGes de HG € responsavel pela hiperfosforilacdo da Cx43
presente na MP. A fosforilacdo da Cx43 constitui um sinal para ubiquitinacdo da Cx43,
mediada pela Nedd4. Uma vez ubiquitinada, a Cx43 sera reconhecida pelo adaptador da
via endocitica, Eps15, que reconhece o sinal da ubiquitina ligada a Cx43 e promove a

internalizacdo das GJ.




Resultados

Incubacdo de células do RPE em condicbes de hiperglicémia resulta na diminui¢cdo dos

niveis de Cx43

Foi j& demonstrado, em varios estudos, que a regulacdo da GJIC nas células do RPE €
importante para a manutencdo da fungdo da retina®. Por outro lado, resultados obtidos em
diferentes tipos de células de mamiferos, mostraram que concentragdes elevadas de glucose
conduzem 4 degradacio de Cx43° Assim, numa primeira fase deste estudo, procedeu-se a
avaliacdo dos niveis da Cx43 numa linha celular do epitélio pigmentado da retina, ARPE-19,
incubada na presenca ou auséncia de elevadas concentracdes de glucose. Uma vez que a
populacdo de Cx43 presente em placas de GJ, na MP, € resistente a solubilizacdo por Triton
X-100 1%?®, avaliou-se o efeito da HG nos niveis de Cx43 presente na fracdo soltvel e na
fracdo insoluvel. Para isso, as células foram incubadas com concentragdes de 5 mM (LG) e 25
mM de glucose (HG), apds o que as amostras foram lisadas, na presenca de 1% de Triton X-
100. As proteinas presentes nos extractos solUveis e insolUveis, obtidos apds centrifugacéo,
foram separadas por SDS-PAGE, e os niveis de Cx43 determinados por Western blot (WB),
usando um anticorpo policlonal produzido em coelho, contra uma sequéncia do terminal

carboxilico da proteina.

Os resultados presentes na figura 2 mostram que a incubacdo das células ARPE-19 com 25
mM de glucose resulta numa diminuicdo dos niveis de Cx43, tanto na fracdo soltvel, como na
fragdo insoluvel, em comparacdo com as células incubadas com 5 mM de glucose. A
diminuicdo de Cx43 na fragéo insoluvel em Triton X-100 sugere que a HG conduz a uma

degradacédo das Cx43 localizada na MP, muito provavelmente inserida em placas de GJ.



Em condicdes de hiperglicemia ha diminuicdo da Cx43 localizada na MP

Uma vez demonstrado que ha uma diminuicdo dos niveis totais de Cx43 presente em células
incubadas em HG (Figura 2), procedeu-se, em seguida, a avaliacdo do efeito da HG na
distribuicdo subcelular da Cx43, por Microscopia Confocal. Para determinar a presenca de
Cx43 na MP, utilizou-se, como marcador de MP, a proteina ZO-1, que interage com a Cx43
na MP®. Os resultados obtidos e presentes na figura 3 mostram que, em condicdes controlo
(LG), uma significativa populacdo de Cx43 co-localiza com a ZO-1, indicando que esta
presente na MP. No entanto, em condi¢des de HG verifica-se uma diminui¢cdo da marcacao da
Cx43 na MP, sugerindo fortemente que a HG resulta num aumento da internalizagéo e,

possivelmente, na degradacao da Cx43.

A HG resulta num aumento da ubiquitinacdo da Cx43

Resultados obtidos no nosso laboratério demonstraram que a ubiquitinagdo constitui um sinal
para a internalizacdo e degradacdo da Cx43%. Assim, numa fase posterior deste estudo,
avaliamos o efeito da HG nos niveis de ubiquitinacdo da Cx43. Para isso, células ARPE-19
foram incubadas com meios contendo concentragcdes de 5 mM (LG) ou 25 mM de glucose
(HG). Os niveis de ubiquitinacdo da Cx43 foram determinados por WB, utilizando um
anticorpo contra a ubiquitina, ap6s imunoprecipitacdo da Cx43. Amostras incubadas na
auséncia do anticorpo contra a Cx43 foram usadas como controlo de imunoprecipitacdo. De
acordo com o descrito anteriormente, os resultados presentes na figura 4, em baixo, mostram
que em HG ha uma diminuicdo dos niveis de Cx43. Na mesma figura, em cima, podemos ver
que a quantidade de ubiquitina ligada a Cx43 aumenta em células incubadas com HG. Estes
resultados sugerem, fortemente, que a ubiquitinacdo da Cx43 constitui um sinal para

degradacéo em condicGes de HG.



A degradacao da Cx43 em condicdes de hiperglicemia depende da presenca da ligase de

ubiquitina Nedd4

Estudos desenvolvidos no nosso laboratorio demonstraram que a Nedd4 é a ligase da
ubiquitina responsével pela ubiquitinagio da Cx43. Assim, de forma a testar a hip6tese de
gue o mecanismo de degradagdo da Cx43 em condic¢des de HG depende da ubiquitinagdo da
Cx43, fomos avaliar o efeito da deplecdo da Nedd4 nos niveis de Cx43. O silenciamento da
Nedd4 foi obtido através da incubacdo com siRNA dirigido contra a Nedd4. Deste modo, as
celulas foram incubadas com concentragdes de 5 mM (LG) e 25mM de glucose (HG), na
presenca ou auséncia do siRNA contra a Nedd4. Os niveis totais de Cx43 e Nedd4 foram
avaliados por WB. Os resultados apresentados na figura 5 mostram que, na auséncia de
Nedd4, os niveis de Cx43 em incubadas com HG é semelhante ao controlo (comparar linha 1
e linha 4), ou seja, a Nedd4 é necesséria para que haja degradacdo da Cx43 induzida por HG.
Estes resultados sugerem que a Nedd4 é responsavel pela ubiquitinacdo da Cx43, e que esta

constitui um sinal para degradacdo da Cx43 em condicGes de HG.

A HG conduz a uma diminui¢do da comunicacao intercelular

A diminuicdo da comunicacdo intercelular estad associadas a alteragBes patogénicas que
ocorrem tanto na Diabetes mellitus tipo 1, como na tipo 2*'°. Por outro lado, a implicacéo
funcional mais Obvia para a degradacdo da Cx43 consiste na diminuicdo da comunicacao
celular. Uma vez demonstrado que a HG resulta na diminuicdo dos niveis de Cx43, avaliou-
se, em seguida, a consequéncia dessa alteracdo em termos da eficiéncia da comunicacao
intercelular. Para isso, usou-se um ensaio, denominado scrape-loading, que, através da
distancia percorrida por uma sonda (Lucifer yellow), permite avaliar a GJIC. Assim, células

ARPE-19 expostas a concentra¢des de 5 mM (LG) e 25mM de glucose (HG) foram incubadas



com 0,5% Lucifer yellow, que passa através das GJ, durante 8 minutos. Em seguida, as
amostras foram fixadas e foi determinada a distancia percorrida pela sonda, ao longo da
monocamada, através do microscopio de fluorescéncia. Os resultados apresentados na figura
6 mostram que, em comparacdo com as células incubadas com LG, em condicGes de HG ha
uma significativa diminuicdo da difusdo da sonda, desde as células na zona do rasgo. Uma
vez que a distancia percorrida pela sonda é proporcional ao nivel de comunicacao intercelular,
este resultado demonstra que a HG conduz a uma diminui¢cdo da Cx43 e, consequentemente, a

uma inibicdo da comunicacéo intercelular.
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Discussao

Os resultados apresentados neste estudo mostram claramente que, em condi¢fes de HG,
ocorre uma diminuicéo dos niveis de Cx43, nomeadamente na MP, bem como aumento da sua
forma conjugada com a ubiquitina, e que a degradacdo da Cx43 ocorre na dependéncia da
Nedd4. Estes resultados sugerem que, em condic¢Ges de HG, a célula responde a este estimulo
através do aumento da sinalizacdo para internalizagdo e subsequente degradacdo da Cx43. Por
outro lado, a importancia destas alterac@es reflete um compromisso ao nivel da comunicacao
entre células adjacentes. Seria pertinente, de modo a aprofundar o conhecimento deste
mecanismo, realizar experiéncias que permitissem avaliar a semi-vida da Cx43 em HG,
avaliar os niveis de ubiquitinacdo na presenca ou na auséncia de Nedd4, através do
silenciamento da mesma, e também utilizar outras técnicas para avaliar as alteracdes dos

niveis de Cx43 na MP, como a biotinilaco.

Estudos anteriores mostraram que em hiperglicemia (Diabetes mellitus) as células da retina
aumentam a degradacdo da Cx43 através da via proteossémica®. Estas alteracdes, por sua vez,
levam a uma aceleracdo da apoptose das células vasculares da retina, alterando o transporte de
moléculas sinalizadoras essenciais a sobrevivéncia da célula, aspeto fundamental que
caracteriza as alteragbes verificadas na doenca microvascular da Diabetes mellitus'®. Os
resultados obtidos neste projecto sugerem que o aumento na degradacdo da Cx43 pode
implicar um mau funcionamento na comunicacdo entre as células vizinhas afetadas, e, no caso
particular do RPE, estar associado as alteracGes vasculares precoces verificadas na
Retinopatia Diabética, nomeadamente altera¢fes na fagocitose de discos membranéceos dos

fotorreceptores quando estes se encontram disfuncionais.
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Material e Métodos

Cultura de células e transfecoes

As células ARPE-19 foram cultivadas em Dulbecco's Medium Modified Eagle's (DMEM)
suplementado com 10% fetal soro bovino e penicilina/estreptomicina. As células foram
incubadas na presenca de 5 mM (LG) ou 25mM de glucose (HG) durante 5 dias diferentes. As
transfecOes transitdrias das células foram realizadas com Lipofectamine 2000 (Invitrogen), de
acordo com as recomendac@es do fabricante. O silenciamento da Nedd4 foi obtido através da

transfecgdo das células ARPE-19 com siRNA dirigido contra a proteina.

Imunoprecipitacdo e WB

As células foram lavadas com PBS a 4°C, ressuspensas em tampao de lise (190 mM NacCl, 50
mM Tris-HCI, 6 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 8.3) suplementado com um cocktail
inibidor de proteases (Roche), 2 MM PMSF, 10mM de iodacetamide (que alquila residuos de
cisteina nas enzimas desubiquitinates (DUBS) em locais activos, inibindo-as), e incubadas em
gelo durante 10 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 10.000g durante 10
minutos, e 0s sobrenadantes foram utilizados para imunoprecipitacdo. Resumidamente, a
proteina A foi incubada com anticorpos policlonais contra Cx43 (Zymed), ou Nedd4, por 1 h,
a 4°C ou em soro de coelho ndo imune, seguido de incubagdo com sobrenadantes, durante 3h
a 4°C. As amostras foram entdo centrifugadas e os sedimentos da proteina A-sepharose foram
lavados trés vezes num tampéo de lavagem adequado (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 6
mm EDTA, 1% Triton X-100, pH 8,3), ressuspensas em tampé&o de Laemmli e desnaturadas a

37 ° C, durante 30 min. Para a analise de WB das proteinas imunoprecipitadas, as amostras
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foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para uma membrana de nitrocelulose, e

marcadas com anticorpos apropriados.

Imunofluorescéncia

Células cultivadas em lamelas foram fixadas com paraformaldeido a 4% em tampao fosfato
salino (PBS). As amostras foram entdo lavadas com PBS, permeabilizadas com 0,2% v/v
Triton X-100 em PBS e bloqueados com soro de cabra durante 20 minutos antes da incubacéo
com anticorpos primarios. Fez-se a incubacdo com anticorpos primarios contra Cx43
(Transducdo Lab) durante 1hora a temperatura ambiente. As amostras foram entdo lavadas
trés vezes com PBS antes da incubacdo com o anticorpo secundario durante 1 hora, a
temperatura ambiente. As amostras foram lavadas em PBS e montadas com Glycergel (Dako).
Todas as solucdes foram elaboradas a partir de 0,2% w/v BSA (Sigma), contendo 0,02% de
azida de sodio (Sigma) em PBS. Para os controlos, os anticorpos primarios foram omitidos.

As imagens de microscopia confocal foram obtidas usando um microscépio Zeiss LSM710.

Ensaio de comunicacéo intercelular

A avaliacdo da comunicacdo intercelular entre células através das GJ foi efectuada através de
ensaios de scrape-loading. Esta técnica baseia-se na permeabiliadade passiva das GJ a
substancias com peso molecular inferior a 1000 Da, como € o caso da Lucifer yellow, que uma
vez introduzida numa célula, passa, através das GJ, para células vizinhas. A distancia

percorrida pela sonda é proporcional & eficiéncia da comunicacéo intercelular.

As células ARPE-19 foram incubadas com concentra¢es de 5 mM (CT) e 25mM de glucose

(HG). Posteriormente, fizeram-se 3 “rasgos” na monocamada de células aderentes a lamelas
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de vidro, apos o que foram incubas com 0,5% Lucifer yellow, durante 8 minutos. As amostras
foram depois lavadas com PBS e fixadas com 4% PFA. De seguida, foi determinada a
distancia percorrida pela sonda, ao longo da monocamada, através do microscopio de

fluorescéncia.
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Legenda das Figuras

Figura 2 — Efeito da HG na quantidade e solubilidade em Triton X-100. Células ARPE-19
foram incubadas na presenca de 5 mM (LG) e 25mM de glucose (HG) durante 5 dias. As
amostras recolhidas foram lisadas utilizando um tamp&o contendo 1% de Triton X-100 e a
quantidade de Cx43 na fracdo solivel (Triton soluble) e insolavel (Triton insoluble) foi

determinada por WB usando anticorpos contra a Cx43.

Figura 3 — A HG induz uma redistribui¢do subcelular da Cx43. Células ARPE-19 foram
incubadas na presenga de 5 mM (LG) e 25mM de glucose (HG) durante 5 dias, sendo
posteriormente fixadas e incubadas com anticorpos contra Cx43 (monoclonal — vermelho) e

Z0O-1 (policlonal - verde). Foram visualizadas através de microscopia confocal.

Figura 4 — Os niveis de ubiquitinacdo da Cx43 aumentam em HG. Células ARPE-19
foram incubadas na presenca de 5 mM (LG) e 25mM de glucose (HG) durante 5 dias. Apés
imunoprecipitacdo da Cx43, usando anticorpos policlonais contra a Cx43, as amostras foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, e 0s conjugados de ubiquitina detetados

por WB usando anticorpos contra a ubiquitina.

Figura 5 — A degradacdo da Cx43 em HG requer a presenca de Nedd4. Células ARPE-19
foram incubadas em meio contendo 5 mM (LG) ou 25mM de glucose (HG), durante 5 dias, na
presenca ou auséncia de siRNA contra a Nedd4. Posteriormente, as amostras foram analisadas

por WB, utilizando um anticorpo contra a Nedd4 e contra a Cx-43.
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Figura 6 - A HG induz uma diminui¢do da comunicacéo intercelular mediada por GJ.
Células ARPE-19 foram incubadas com 5 mM (LG) ou 25mM de glucose (HG) durante 5
dias. A avaliacdo da comunicacdo intercelular foi feita atraves de ensaios de scrape loading/
dye transfer. A distancia percorrida pela sonda Lucifer yellow foi determinada por

microscopia de fluorescéncia.
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Figuras
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Figura 2 — Efeito da HG na quantidade e solubilidade em Triton X-100
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Figura 3 — Efeito da HG na distribuic&o subcelular da Cx43.
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Figura 4 — Efeito da HG na ubiquitinacio da Cx43.
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Figura 5 — Na auséncia de Nedd4, os niveis de Cx-43 aumentam em HG.
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Figura 6 - Efeito da HG na comunicacéo intercelular.
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