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Resumo

A fibrose hepética estd entre as doencas que mais causam mortes no mundo, e é
caracterizada pelo acumulo de matriz extracelular fibrética, cuja presenca danifica as
fungdes do figado. As células estreladas hepéticas (HSC) participam ativamente deste
processo, modificando seu fendtipo quiescente, rico em lipidios no citoplasma, para o
fendtipo ativado, em resposta ao insulto hepético. A fibrose hepética pode causar uma
insuficiéncia hepética e hipertensdo portal, causando uma modificacdo da arquitetura
hepatica. A linhagem GRX é um modelo de HSC ativadas. As caveolas sdo pequenas
invaginacdes que ocorrem na membrana plasmatica com um tamanho entre 50-100nm.
Estas estruturas possuem um formato de U ou vesiculas e ocorrem em todos os tipos
celulares. As caveolas sdo caracterizadas como microdominios de membrana ou rafts
lipidicos, que sdo regiGes especialmente ricas em glicoesfingolipideos, colesterol e
proteinas GPIl-ancoradas. As caveolas tém importantes papeis na fisiologia das células
como: transcitose, endocitose, pinocitose, homeostase do colesterol, rotas de transdugéo
de sinais, migracao celular, controle do ciclo celular e polaridade celular. As principais
proteinas que compBem as caveolas sdo da familia das caveolinas, sendo a mais
importante a caveolina-1 (Cav)-1, que junto com a caveola, desempenha importantes
funcBes na célula. A Cav-1 é uma proteina estrutural de membrana presente em todos 0s
tipos celulares, que estabiliza estes dominios de membrana, contribuindo para a
manuntencdo de proteinas residentes nas caveolas. Em figados cirréticos, € encontrado
um aumento da expressdo da Cav-1 nas células endoteliais sinusoidais e nas HSCs,
sugerindo que o aumento da expressdo da Cav-1 pode estar relacionado com a
hipertensdo portal que acompanha o processo de fibrose. No presente trabalho, foi feita
uma superexpressdo da Cav-1 associada com a proteina fluorescente EGFP através do
método de transfeccdo com o plasmideo pCavEGFP em células GRX. Para isso, foi
estabelecido um protocolo de transfeccdo onde obtivemos uma linhagem permanente
que expressa a Cav-1 fluorescente, denominada GRX 7@ Por microscopia 6ptica,
foi observado que as células GRX®™® apresentam uma morfologia alterada em
relacdo as células GRX. Dados de imunoblotting comprovaram que houve aumento da
expressdo da Cav-1 nas GRX®™“» Experimentos de colocalizacdo nas células
transfectadas, utilizando o anticorpo para Cav-1 conjugado a um segundo anticorpo que
emite fluorescéncia vermelha, comprovaram o sucesso da transfeccdo. Uma vez que
esta proteina desempenha um importante papel no estado de ativacdo das HSC, as
células transfectadas sdo uma excelente ferramenta para o estudo da fibrose hepatica
através da microscopia confocal.



Abstract

Hepatic fibrosis is among the diseases that cause most deaths in the world, and is
characterized by the accumulation of fibrous extracellular matrix, which presence
damages the liver functions. The hepatic stellate cells (HSC) actively participate in this
process by modifying their quiescent phenotype, featured for presenting lipid-rich
cytoplasm, to an activated phenotype in response to liver injury. Hepatic fibrosis can
cause liver failure and portal hypertension, leading to modification of hepatic
architecture. The GRX cell line is an activated HSC model. Caveolae are small
invaginations (50 to 100nm) on the plasma membrane.These structures have a U or
vesicles shape, and occur on all cell types. The caveolae are characterized as membrane
microdomains or lipid rafts, regions that are especially rich in glycosphingolipids,
cholesterol and GPI-anchored proteins. Caveolae play important roles in the physiology
of cells such as transcytosis, endocytosis, pinocytosis, cholesterol homeostasis, signal
transduction pathways, cell migration, cell cycle control, and cell polarity. The major
proteins that make up the family of caveolae are caveolins, the most important being the
caveolin-1 (Cav) -1, which along with caveolae, plays important roles in the cell. The
Cav-1 is a structural membrane protein that stabilizes membrane present in all cell
types, helping to maintain protein residing in caveolae. In cirrhotic livers, it is found an
increased expression of CAV-1 in sinusoidal endothelial cells and HSC, suggesting that
CAV-1 may be associated with portal hypertension accompanying the process of
fibrosis. In the present study, it was established a protocol for inserting a Cav-1 with
EGFP-conjugated gene by transfecting a DNA plasmid into GRX cells. Through this
technique, we obtained the permanent cell line which express Cav-1 fluorescent called
GRXCFPC- By optical microscopy, it was observed that GRX®™ " cells exhibit an
altered morphology compared to GRX wild type. Immunoblotting data showed that
there was an increased expression of Cav-1 in GRX®™“®, Colocalization analysis in
transfected cells, using antibody to CAV-1 conjugated to a second antibody that emits
red fluorescence, proved the success of the technique. Since this protein plays an
important role in the activation state of HSC, the transfected cells are an excellent tool
for the study of liver fibrosis by confocal microscopy.
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1. Introducao

1.1 O Figado

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo, situado na cavidade abdominal
abaixo do diafragma, sendo o 6rgdo no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo
sdo processados para a utilizacdo por outros orgaos. O sangue chega ao figado através

da veia porta e da artéria hepatica (Junqueira e Carneiro, 2008).

A unidade funcional do figado é o I6bulo hepatico. Nesta unidade, as células se
dispdem em placas orientadas radialmente. Cada placa € constituida por uma s6 camada
de hepatdcitos. Cada lébulo € uma massa poliédrica de tecido hepatico com cerca de 0,7
por 2 mm de tamanho. Os l6bulos se encostam uns nos outros em quase toda sua
extensdo. No entanto, em algumas regides, os I6bulos ficam separados por tecido
conjuntivo e vasos. Estas regifes ocupam os cantos do poliedro e recebem o nome de
espacgos-porta (Figura 1) (Bataller e Brenner, 2005).
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Figura 1. Estrutura do I6bulo hepético: Retirado de http://www.imaios.com/br/e-Anatomy/Torax-
Abdome-Pelve/Sistema-digestorio-Ilustracoes, em 02/12/2012.
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Os sinusoides sdo capilares que ocupam 0 espaco entre as placas de hepatdcitos,
que desembocam em uma veia localizada no centro do Iébulo chamada veia
centrolobular, que é o ramo inicial da veia hepéatica. As paredes dos sinusoides sao
revestidas de células endoteliais tipicas e macrofagos que, no figado, recebem o nome
de células de Kupffer. Estas células tem funcdo fagocitaria e pertencem ao sistema de
reticulo endotelial. O espaco estreito que separa o sinuséide dos hepatdcitos recebe o
nome de espaco de Disse, que & composto por fibras reticulares. Devido a sua dimensédo
reduzida, o Espaco de Disse é somente visualizado com o advento da microscopia
eletrébnica (Junqueira e Carneiro, 2008). Um terceiro tipo de célula na parede do
sinusdide é a chamada célula de Ito ou célula estrelada hepatica (HSC, do inglés hepatic
stellate cells) que desempenha um papel importante na cicatrizacdo do figado
(Friedman, 2008a)(Figura 2).

As HSC possuem longas projecdes citoplasmaticas que circundam as células
endoteliais fazendo o contato com os hepatdcitos. Sdo caracterizadas por apresentarem
gotas lipidicas citoplasmaticas (GLC), sendo responsaveis pelo armazenamento de
ésteres de retinol e pela liberacdo controlada de vitamina A (retinol). Uma funcéo
importante das HSC é a renovacdo da matriz extracelular através do controle da
secrecdo de metaloproteinases e seus inibidores, bem como a manutencdo da
homeostasia do espaco sinusoidal pelos fatores paracrinos, autécrinos, justacrinos e de

quimiotratante envolvidos (Bataller e Brenner, 2005).
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Figura 2. Estrutura histolégica do Espaco de Disse e células associadas. Retirado de
http://www.ebah.com.br/content/ ABAAABVUwAH/cirrose em 21/12/2012.
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1.2 A Fibrose Hepatica e as Células Estreladas Hepaticas (HSC)

As doencas crbnicas do figado estdo entre as maiores causas de morte no mundo
(Elsharkawy, Oakley et al., 2005). A cirrose representa o estagio final de diversas
doencas hepéticas cronicas e é caracterizada pela presenca de fibrose e conversdo da
arquitetura hepéatica normal em nodulos estruturalmente anormais. O dano agudo ao
figado acarreta em regeneracdo dos hepatdcitos apoptoticos e necroticos. Ja os danos
crénicos acarretam no estado de fibrose hepética (Gines, Cardenas et al., 2004). A
fibrose hepética é definida pelo crescimento excessivo, endurecimento e/ou cicatrizagdo
de varios tecidos hepaticos. A essa patologia, é atribuido o excesso da deposi¢do de
componentes de matriz extracelular, que incluem as glicoproteinas, proteoglicanos e
colagenos do tipo | e I, acarretando em mudanca da morfologia e da funcionalidade do
figado. A fibrose é o resultado de reacBes inflamatorias cronicas induzidas por uma
variedade de estimulos, incluindo infeccBes persistentes, reacdes auto-imunes, reaces
alérgicas, insultos quimicos, radiacdes e injuria tecidual (Wynn, 2008). O consumo
excessivo de alcool, a hepatite C e a esteatose ndo alcodlica aparecem como sendo as
principais causas de cirrose decorrente de fibrose nos paises ocidentais (Gines, Cardenas
etal., 2004).

No figado sadio, as HSC apresentam um fenétipo quiescente lipocitico com
baixa taxa de proliferacdo e de producdo de colageno tipo I. Em estados patolégicos, o
dano ao parénquima hepatico é seguido de um processo inflamatdrio e pré-oxidativo,
que leva a um desequilibrio da producdo e da degradacdo de matriz extracelular e a
ativacdo das HSC para o fenotipo de miofibroblasto, que passam a apresentar diversas
alteracOes fisiologicas (Figura 3). Com esta passagem do fen6tipo quiescente para o
fendtipo miofibroblastdide ativado, as HSC se tornam mais proliferativas, perdem a sua
capacidade de armazenar gotas lipidicas, sofre uma reorganizacdo no citoesqueleto, e
passa a apresentar os filamentos de actina na forma de fibras de estresse. Neste estado,
as HSC sdo as principais responsaveis pelo desenvolvimento da fibrose hepatica
(Hautekeete e Geerts, 1997; Friedman, 2000).

Os processos de regeneracdo do figado séo inicialmente benéficos e envolvem a
substituicdo das células lesadas por outras saudaveis do mesmo tipo. A regeneracao se
torna patogénica quando acontece um desequilibrio na deposicéo da matriz extracelular,

resultando na substituicdo permanente do tecido sadio, pela cicatriz fibrosa. Nas
9



doencas crénicas do figado, a remodelacdo extensiva do tecido e a fibrose podem ter

como consequéncia a faléncia do 6rgao e a morte do individuo (Wynn, 2008).
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Figura 3. Ativacdo das HSC e alteracGes fisiologicas. Traduzida de (Friedman, 2008b).

1.3 As Células GRX

A linhagem celular GRX foi estabelecida a partir de granulomas induzidos em
figados de camundongos C3H/HeN, através da penetracdo transcutdnea da cercaria
Schistosoma mansoni (Borojevic, Monteiro et al., 1985). A cultura priméria de células
desses granulomas gerou esta linhagem de células miofibroblastéides com
caracteristicas de HSC ativadas. Esta linhagem possui as seguintes propriedades: alta
taxa de proliferacdo, capacidade de secretar colageno tipo | e outras proteinas de matriz
extracelular, o que lhe confere caracteristicas bioquimicas e biologicas de um
miofibroblasto (Borojevic, Guaragna et al., 1990). As ceélulas GRX podem ser
induzidas, por meio de tratamento com drogas como indometacina e retinol, a acumular

gotas lipidicas, adquirindo um fenétipo semelhante as HSC quiescentes, diminuindo a
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capacidade de proliferacdo e da producédo de colageno tipo | (Margis, Pinheiro-Margis
et al., 1992). Da mesma forma, essas células podem ser induzidas a um fenétipo mais
ativado através de tratamento com mediadores inflamatérios e pré-oxidantes
(Guimaraes, Franceschi et al., 2006). A GRX torna-se, portanto, um modelo
interessante para o0 estudo dos mecanismos que envolvem o desenvolvimento da fibrose

hepatica.

1.4 Caveolas, Caveolina e a de-diferenciacdo das Células GRX para o Estado
Quiescente das HSC

As caveolas sdo pequenas invaginagcdes que ocorrem na membrana plasmatica
com um tamanho de 50-100nm, tendo sido estudadas ha mais de 50 anos através da
microscopia eletronica (figura 4) (Goetz, Lajoie et al., 2008). Estas organelas estdo
presentes na maioria dos tipos celulares e nos diferentes tecidos dos mamiferos, sendo
particularmente abundantes em células endoteliais, células fibroblastdides,
(Mastrodonato, Calamita et al., 2011) adipdcitos e pneumacitos do tipo | (Sowa, 2012).

Isoladas, as caveolas aparecem como vesiculas na célula ou com forma de U na
superficie celular (figura 4A e 4B) (Cohen, Razani et al., 2004). Sao caracterizadas
como microdominios de membrana ou rafts lipidicos, regides especialmente ricas em
glicoesfingolipideos, colesterol e proteinas GPl-ancoradas (proteinas ligadas a
glicosilfosfatidil inositol) (Nelson e Cox, 2007). Estas organelas participam de varios
papeis na fisiologia celular, servindo de plataforma para diferentes caminhos de
sinalizagdo tais como: pinocitose, transcitose e endocitose independente de clatrina. Da
mesma forma, as caveolas atuam como sensores de estresse mecéanico (Parat e Riggins,
2012), participam da homeostase do colesterol, de rotas de transducdo de sinal, da
migracdo celular e do controle do ciclo e da polaridade celular (Goetz, Lajoie et al.,
2008).

11
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Figura 4 A. Esquema da curvatura da Caveola, retirado de (Nelson e Cox, 2007). B. Micrografia de
caveolas na membrana plasmética de fibroblastos, retirado de (Alberts, Johnson et al., 2010)

As principais proteinas estruturais das caveolas sdo as caveolinas, uma familia
de proteinas que tem uma por¢do hidrofébica que se insere na membrana do lado
citosélico, sendo a mais importante a caveolina -1 (Cav-1) (Parat e Riggins, 2012). As
caveolinas estabilizam esses dominios de membrana, contribuindo para a manutencgéo
de proteinas residentes nas caveolas. A presenca dessa proteina e a sua ligagdo com o
colesterol da membrana forca a bicamada lipidica a curvar-se para dentro, formando as
caveolas (Nelson e Cox, 2007).

Em contraste com as vesiculas revestidas de clatrina, COPI e COPII, acredita-se
que as caveolas, devido a sua composicao lipidica, participem das vias endociticas sem
necessidade da formacdo de revestimento protéico citosélico. As caveolas, com seu
carregamento, se destacam da membrana plasmaética utilizando a dinamina e podem
entregar os seus contetidos para compartimentos semelhantes a endossomos, também
chamadas de caveossomos, ou para a membrana plasmatica do lado oposto em uma
célula polarizada, no processo de transcitose. Por serem proteinas integrais de
membrana, as caveolinas ndo se dissociam das vesiculas apds a endocitose: elas sdo
liberadas nos compartimentos alvo e mantidas em dominios especiais nas membranas.
As moléculas que entram na célula através dos caveossomos evitam os endossomos e
lisossomos, e com isso ficam protegidas da exposicdo a pHs baixos e a hidrolases
lisossomais (Alberts, Johnson et al., 2010).

A caveolina-1 (Cav-1) é uma proteina integral de membrana de 22 kDa que
contém 178 aminoacidos, tendo um dominio transmembrana de 32 amino&cidos
hidrofobicos (residuos 102-134) no formato de um “grampo de cabelo”, com as

terminag6es NH, e COOH voltados para o citoplasma (Ogi, Yokomori et al., 2003).
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Trés grupamentos palmitoil, na Cys133, Cysl143 e Cysl56, sdo essenciais para seu
ancoramento na membrana plasméatica. No dominio N- terminal existe um dominio
ligante de colesterol e sitios importantes de fosforilacdo de serina e tirosina (Parat e
Riggins, 2012). Uma regido de 20 aminoacidos (residuos 81-101), conhecida como
dominio estruturante ou Cavl scaffolding domain (CSD), intermedia a interacdo com
varios reguladores de sinalizacéo intracelulares como receptores ligados a proteina G
(GPCRs), receptores de tirosinas cinases, Src cinases e etc (Figura 5) (Goetz, Lajoie et
al., 2008).

Caveolina-1
Fora
Im
R Z
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| R piont
g R 1!:
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#» Colesterol
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iy Abl + Sitios de Fosforilagéo
Fyn Mutagéo Céncer de Mama
N Dominio Estruturante Cav-1
s Dominio Liggﬁo Colesterol

Figura 5 Topologia da Cav-1 na membrana. As regides N e C terminais sdo direcionadas para o
citoplasma celular. Traduzida de (Goetz, Lajoie et al., 2008).

Experimentos demonstraram que a regido hidrofébica (residuos 102-134) ndo é
essencial para a ligagdo da Cav-1 com a membrana. Duas regides que flanqueiam o
dominio central hidrofébico, residuos 82-101 e residuos 135-150, sdo os que tém alta
afinidade com a membrana. Estas regies sdo chamadas de N-MAD, com terminal NH;,
e C-MAD, com terminal COOH (Cohen, Razani et al., 2004). A Cav-1 é sintetizada no
reticulo endoplasmatico e € transportada até o Complexo de Golgi, em um processo
dependente de COPII (Goetz, Lajoie et al., 2008), também a sua expressao € suficiente e
necessaria para dirigir a formacdo morfoldgica das caveolas(Cohen, Razani et al.,
2004). Aproximadamente 144 moléculas de caveolinas formam uma Unica estrutura da

caveola (Goetz, Lajoie et al., 2008).
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Duas isoformas da Cav-1 foram descritas in vivo: a a-caveolina, que contém
residuos de 1-178, e a B-caveolina, que contém residuos de 32-178. A Cav-1 faz parte
de um grupo multigénico de proteinas, havendo duas outras proteinas a Caveolina-2
(Cav-2) e a Caveolina-3(Cav-3), A Cav-2 forma um complexo hetero-oligomérico com
a Cav-1, mas ndo € essencial para a biogénese das caveolas. A Cav-3 foi primariamente
localizada nos tecidos musculares, sendo expressa também nas células gliais, exercendo
um papel importante na biogénese das caveolas (Goetz, Lajoie et al., 2008).

O gene da Cav-1 foi mapeado no cromossomo humano 7g31. Por estar em um
sitio fragil, podem ocorrer dele¢es que acarretam em cancer em humanos. A mutacao e
a perda da expressdao da Cav-1 foram descritas em muitos tipos de céanceres, tais como:
cancer de mama, de ovario, de pequenas células de pulm&o, de pequenas células da
bexiga e carcinomas de colo-retal. Por outro lado, a superexpressdo da Cav-1 e o
consequente aumento de secrecdo da proteina podem levar ao cancer de prostata,
contribuindo para a angiogénese, o crescimento e a metastase do tumor (Parat e Riggins,
2012).

O dominio estruturante (do inglés “scaffolding”) da Cav-1 contém 20
aminoéacidos (residuos 82-101) que se ligam a numerosas moléculas sinalizadoras, que
incluem: Src cinases, receptores de crescimento, oxido nitrico sintase endotelial
(eNQS), proteinas G e receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (Goetz, Lajoie et
al., 2008). Sendo assim, a Cav-1 é capaz de mediar as interacGes protéicas. Este
dominio estruturante tem um duplo papel, atuando no ancoramento de varias proteinas
com as caveolas, e como elemento regulatdrio capaz de inibir ou aumentar as atividades
de sinalizaces protéicas (Cohen, Razani et al., 2004).

Além de ser encontrada na membrana plasmatica, a Cav-1 podem estar presentes
em mitocondrias, gotas lipidicas, granulos de células secretdrias exocrinas e
peroxissomos do figado. A Cav-1 existe também na forma sollvel, nomeada de proteina
citosolica, ou associada com produtos secretorios. Ha estudos que demonstram que a
Cav-1 também esta envolvida no trafico de colesterol intracelular, lipogénese e lipélise.
As gotas lipidicas citoplasmaticas (GLC) consistem em um nicleo apolar de lipideos
encapsulados em uma monocamada de fosfolipideos e colesterol, associado com um
grupo de proteinas, incluindo a Cav-1. A Cav-1, encontrada no citosol, transloca-se nos
compartimentos intracelulares em resposta a estimulos especificos, sendo importante no
trafico de colesterol (Mastrodonato, Calamita et al., 2011). Em células da linhagem de
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pre-adipocitos 3T3-L1, a Cav-1 faz parte da superficie das GLC. Nestas células, a
associacao da Cav-1 nas GLCs se da na fase final da diferenciacdo para adipdcitos e €
um processo regulado pela Src-cinase (Blouin, Le Lay et al., 2008).

Em figados cirroticos, foi encontrado um aumento da expressdo da Cav-1 nas
células endoteliais sinusoidais e nas HSCs. Os autores sugerem que 0 aumento da
expressdo da Cav-1 possa estar relacionado com a hipertenséo portal que acompanha o
processo de fibrose (YYokomori, Oda et al., 2002). As células GRX sdo HSC ativadas
que podem, por acdo de substancias como indometacina (Guaragna, Trugo et al., 1991),
retinol (Margis e Borojevic, 1989) e licopeno (Teodoro, Perrone et al., 2009), voltar a
expressar caracteristicas de HSC quiescentes, acumulando lipideos em GLC. Devido a
capacidade de modulacdo fenotipica da linhagem GRX, e considerando a importancia
da Cav-1 na fisiopatologia hepatica a qual essa célula estd envolvida, no presente
trabalho foi estabelecida uma linhagem estavel de células GRX que expressa GFP-Cav-
1 (caveolina-1 ligada a proteina fluorescente verde). Desta forma, sera possivel ter uma
ferramenta experimental interessante para aprofundar nossos estudos sobre 0s processos
que controlam o estado de ativacdo das células estreladas hepaticas e o envolvimento da

Cav-1 nesse contexto.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer uma linhagem estavel de células GRX que superexpresse GFP-Cav-

1 (Caveolina -1 associada a proteina verde fluorescente, denominada GRX 7<),

2.2 Objetivos Especificos

e Demonstrar atraves da técnica de Western Blot a superexpressao da Cav-1.

e Através de microscopia confocal determinar a localizagdo da Cav-1, nas células
GRxGFP-CaV

e Através da imunocitoquimica, comprovar a eficiéncia da transfeccdo da Cav-1
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3. Materiais e Métodos

3.1 Linhagem Celular GRX

A linhagem celular GRX foi obtida junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro
(HUCFF, UFRJ, RJ) e foi cultivada em DMEM suplementado com 5% Soro Fetal

Bovino sob atmosfera de CO, a 37°C.

3.2 Estabelecimento de uma Linhagem Estavel e Superexpressora da Caveolina-1 —
GRX GFP- Cav

O plasmideo recombinante pCavlEGFP (gentilmente doado pelo Dr. J. Danotti)
foi utilizado para transfectar a linhagem celular GRX. Porém, antes de sua utilizacéo e
para a amplificacdo do plasmideo, 0 mesmo foi utilizado para transformar as células
competentes JM109.

Aliquotas de 200ul de células competentes JIM109 (previamente produzidas pelo
nosso laboratdrio) foram descongeladas do freezer -80°C e incubadas por 30 minutos no
gelo. Depois de passado esse periodo, foi adicionado 2ul do vetor de interesse
(pCavlEGFP) e foi incubado por mais 30 minutos no gelo. Posteriormente, as células
foram submetidas a choque térmico por 1min a 42°C em banho maria e colocadas
rapidamente no gelo por 2 minutos. Para recuperar as células, foram adicionados 250ul
de meio S.0.C equilibrado a temperatura ambiente sem antibiético, e os tubos foram
incubados durante lhora a 37°C com agitacdo (250 RPM). Passado esse periodo as
bactérias foram semeadas em meio LB Agar suplementadas com 50 ug/ml de ampicilina
e incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C durante a noite para o isolamento de
coldnias recombinantes.

Passadas as 24 horas de incubacdo em estufa bacteriol6gica, foram picadas duas
colonias isoladas que foram semeadas em 5 ml de meio LB com ampicilina, para
isolamento e purificacdo do plasmideo pCavlEGFP (Amp~) com kit comercial
(Purelink quick miniprep, Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante.

Basicamente, as células foram centrifugadas a 12.000 xg por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 250ul de tampéo

suplementado com RNase A. Foram adicionados mais 250l de tampéo de lise, que foi
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misturado suavemente por inversao e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos.
Logo depois, o tampdo de precipitacdo foi adicionado, misturado por inversao suave e
centrifugando por 10 minutos a 13.000 xg. O sobrenadante foi transferido para as
colunas previamente montadas, e centrifugado a 12.000 xg por apenas 1 minuto. O
liquido do tubo de coleta foi descartado, e foram adicionados 500ul de tampdo de
lavagem, as colunas incubadas por 1 minuto centrifugadas a 12.000 xg por 1minuto,
apo6s descartando-se o liquido previamente coletado. Em seguida, foram colocados
700ul de tampdo de lavagem e centrifugados a 12.000 xg por um minuto. Foi
descartado o liquido e as colunas colocadas em novos tubos estéreis de recolecdo. Para a
eluicdo do plasmideo foi adicionado 75ul de tampdo TE pré-aquecido a 70°C no centro
da coluna, incubados por 1minuto e centrifugados a 12.000 xg por 2 minutos para a
recuperacdo do DNA. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente. O

DNA isolado foi quantificado no Biofotémetro-Plus (Eppendorf).

Para a realizacdo da transfecgédo, foram semeadas 24 horas antes, uma placa de
24 pocos com células GRX na confluéncia maxima de 50%. A transfec¢éo foi realizada
utilizando o reagente comercial Lipofectamine™ (Invitrogen) diluido em meio DMEM
sem soro. A lipofectamina € uma mistura de lipideos anfipaticos que formam uma
miscella com o plasmideo, encapsulando-o. Assim, a mistura do plasmideo com
lipofectamina, em contato com as células a serem transfectadas, fusiona-se com a
membrana plasmatica celular, liberando seu conteddo, o plasmideo, no citoplasma
celular.

Para determinar as condicOes ideais de transfec¢do, ou seja, a proporcao
adequada entre lipofectamina e quantidade de DNA, foi realizada uma curva de
concentracdo da lipofectamina e do plasmideo pCavlEGFP. A placa de 24 pocos, onde

foi realizada a curva de concentracdo, ficou como desenhado no seguinte esquema:
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Controle LPF 0,5 LPF 0,5 LPF 0,5 LPF 0,5 G418
GRX GRX DNAO2ng | DNAO3ng | DNAO/4ng | GRX
Controle LPF 1,0 LPF 1,0 LPF 1,0 LPF 1,0 G418
GRX GRX DNAO2ng | DNAO,3ng | DNAO4ng | GRX
Controle LPF 1,5 LPF 1,5 LPF 1,5 LPF 1,5 G418
GRX GRX DNAO2ng | DNAO3ng | DNAO/4ng | GRX
Controle LPF2,0 LPF 2,0 LPF 2,0 LPF 2,0 G418
GRX GRX DNAO02ng | DNAO,3ng | DNAO/4ng | GRX

Apols 72 horas da transfeccdo, todas as células (exceto as GRX controle, e 0
controle com a LPF marcadas em cinza) foram cultivadas na presenca de 1000 pg/ml de
geneticina (G418), que atua como um agente seletivo para a cultura celular que esta
superexpressando o gene de interesse, uma vez que a célula transfectada € resistente a
esse antibiotico. A partir da 42 semana de cultura, a concentracdo de G418 foi reduzida

pela metade (500 pg/ml) e mantida durante toda a cultura celular.
3.3 Microscopia Optica

As células GRX e GRX°™ aderidas a garrafas plasticas foram visualizadas e
fotografadas em microscopio Optico invertido (Nikon Eclipse TE300), em aumentos de

100x e 200x, para a analise de morfologia.

3.4 Western Blotting

A técnica de Western Blotting foi realizada para avaliar se as células
transfectadas superexpressaram a proteina Cav-1. Para isso, foi feita uma placa de GRX
e GRX“®CF com confluéncia inicial de 5x10°células. Quando estavam com uma
confluéncia de mais de 80% nos pocos, as células foram raspadas com PBS gelado,
centrifugadas, ressuspendidas em tampdo Laemmli com B-mercaptoetanol e aquecidas a
100° C por 10 minutos. Para a preparacdo da eletroforese foi feito um gel de Bis-
Acrilamida 8%. Apds a separacdo das proteinas, foi feita uma transferéncia destas
proteinas do gel para membrana de nitrocelulose. Para avaliar a expressdo proteica,
foram utilizados o anticorpo para caveolina-1 e, como parametro de normalizacdo, o
anticorpo para proteina constitutiva B-Actina (ambos da Santa Cruz Biotechnology,

California, EUA). Ambos os anticorpos primarios foram diluidos (1:200 para cav-1,
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1:1000 para a B-Actina) em tampdo TBS 0,1% Tween 5% leite desnatado conforme
instrucdo do fabricante e foram colocados sobre a membrana de nitrocelulose por
aproximadamente 16 horas. A revelagdo em filme foi feita por quimiolumenescéncia,
utilizando anticorpos secundarios especificos associados a peroxidase, também diluidos
em tampdao TBS 0,1% Tween 5% leite desnatado (1:1000). As bandas foram

quantificadas usando o software AlphaEaseFC.

3.5 Imunocitoquimica e Microscopia Confocal

As células GRX e GRX“®CF foram semeadas sobre laminulas de vidros estéreis
dispostas em uma placa de 24 pocgos. Para melhorar os resultados, foi colocada uma
densidade baixa de células. Depois de 2 dias de cultura, o0 meio foi retirado, as células
foram lavadas com 300ul de PBS por duas vezes. As células foram fixadas com 2% de
paraformaldeido em PBS diluido em DMEM por 10 minutos, seguido de fixa¢do com 4
% de paraformaldeido em PBS por 20 minutos. Apos esse periodo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS por cinco minutos.

Antes da marcacdo com anticorpo para caveolina-1, as células foram
permeabilizadas com uma solugéo de triton de 0,05% por aproximadamente 1 hora no
agitador em baixa rotacdo. Apos esse periodo, as células foram lavadas trés vezes com
PBS (10 minutos por lavagem) e incubadas com o anticorpo primario anti-Caveolinal
(Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) por aproximadamente 16 horas a 4°C.
Posteriormente, as células foram novamente lavadas e marcadas por 90 minutos com
anticorpo secundario IgG Alexa Fluor 555 (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA, USA), que
emite fluorescéncia no espectro vermelho. Apos novas lavagens com PBS, as laminulas
foram dispostas sobre laminas histolégicas usando o meio de montagem Prolong anti-
fade (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA, USA). As imagens foram obtidas no Microscépio
confocal FV 1000- Olympus, deconvoluidas e analisadas pelo software ImageJ
(National Institutes of Health, Rockville Pike, Bethesda, Maryland, EUA), um programa

de dominio publico.
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3.6 Descarte de Material Contaminado:

As placas de cultura contendo residuos microbioldgicos foram devidamente
autoclavadas e descartadas em lixo apropriado para materiais infectantes, tendo em vista
que ndo perderam as caracteristicas de material de laboratério apds o procedimento de
esterilizacdo. Os demais materiais utilizados como ponteiras e tubos plasticos foram
esterilizados em hipoclorito e, posteriormente, descartados em lixo para materiais

infectantes.

4. Resultados

4.1 Transfecgdo das Células GRX com Plasmideo pCavEGFP

O DNA isolado foi quantificado no Biofotdmetro-Plus (Eppendorf). A
concentragéo final obtida foi de 229 ng/ml.

Na avaliacdo das condigdes ideais de transfeccdo, concluiu-se que houve um
aumento de células verdes na cultura que recebeu 2,0ul de lipofectamina e 0,3 ng/ml de
DNA. A partir deste dado, foi estabelecido um protocolo para as transfeccdes. O
plasmideo transfectado apresenta um gene que € resistente ao antibiotico utilizado para
a cultura destas células, o0 G418, logo as células que nao contém o plasmideo morrem. O
G418 atua interferindo na sintese protéica e € utilizado como um agente seletivo para a
cultura celular que expressa o plasmideo de interesse, no caso pCavEGFP. O controle
de células GRX na presenca de G418 morreu, como 0 esperado, enquanto que as células
transfectadas ndo (dado ndo apresentado). Nos primeiros dias de transfec¢do, houve
uma diminuicdo da viabilidade celular. A partir de 30 dias de cultura com meio G418, a
viabilidade celular é aumentada, o que atestou o sucesso da transfecgdo e da criacdo de

uma linhagem permanente e superexpressora da Caveolina-1 nas células GRX.
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4.2 Imagens de Microscopia Optica

Por meio de microsocopia éptica, foram observadas mudancas na morfologia das
XCavGFP

celulas transfectadas comparadas com as células controle. As GR apresentam um

citoplasma mais “estrelado” ou “arredondado” (Figura 6).

Figura 6. Microscopia Optica, aumento 100x. A. Célula GRX, com fen6tipo mais alongado. B. GRX

GRX“®F" apresentando citoplasma mais arredondado.
4.3 Western Blotting

Pela andlise de Western Blot, foi revelado um aumento de Cav-1 nas células
GRX“C™ em comparagdo as células GRX (Figura). Utilizando-se o software
AlphaEase FC (Alpha Innotech Corporation), foi obtido o valor de intensidade de pixels
das bandas e, assim, calculada a raz&o entre Cav-1 e p-actina, confirmando um aumento

de aproximadamente 83% na expressdo Cav-1 nas células GRX“?¢.

GRX GRXCaVGH—’

Cav-1/B-Actina 1 1,83

Figura 7: Imunoquantificacdo de Cav-1 e B-actina por Western Blot em células GRX e GRX ¢

22



4.4 Microscopia Confocal

A microscopia confocal é uma ferramenta muito Gtil para se atestar o sucesso do
presente trabalho. As células superexpressoras codificam Cav-1 com EGFP, uma
proteina que emite fluorescéncia no espectro verde. As primeiras imagens obtidas
mostraram que o procedimento funcionou porque mostram as células transfectadas com
diversos pontos verdes, correspondendo a Cav-1. Foi possivel visualizar que a esta

proteina esta distribuida na membrana plasmatica e no citoplasma (Figura 8A).

A B

10000 pm
10000 pm

Figura 8. A Distribuicdo de Cav-1 na membrana plasmatica e citoplasma. A: Células transfectadas
GRX“*®F" mostrando a localizagéo da Cav-1 pelos pontos em verde na superficie celular e citoplasma. B:
Células GRX marcadas com anticorpo primario anti-caveolinal e anticorpo secundario Alexa Fluor 555,

mostrando a distribuicdo da Cav-1 pelos pontos em vermelho.

Para se ter certeza de que as imagens obtidas mostram realmente a Cav-1-EGFP,
as células foram marcadas, utilizando a técnica de imunocitoquimica, com anticorpo
para Cav-1 e, posteriormente, marcadas com um anticorpo secundario que emite
fluorescéncia no espectro vermelho. As imagens de microscopia confocal mostraram

que a marcagao com anticorpo para Cav-1 funcionou perfeitamente (Figura 8B).

Atraves de analise de colocalizacdo, é possivel estabelecer se duas moléculas
estdo compartilhando um mesmo espaco por meio da sobreposicdo de cores, que forma
uma terceira cor. Por se tratar da mesma proteina, traduzida com a cor verde e marcada

com anticorpo com a cor vermelha, o resultado dessa técnica sdo imagens que devem
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mostrar a Cav-1 em pontos de cor laranja. Através do software ImageJ, foi possivel
calcular os coeficientes de Pearson e de Manders. O coeficiente de Pearson mede o grau
da correlacdo (e a direcdo dessa correlagdo, se positiva ou negativa) entre duas
variaveis. Desta forma, o valor de -1 aponta uma correlacéo negativa perfeita, o valor 0
se refere a varidveis que independem linearmente uma da outra e o valor 1 aponta uma
correlacdo positiva. O coeficiente de Manders também mede correlagdo entre duas
variaves, no entanto, o valor O se refere a uma correlacdo negativa enquanto o valor 1 se
refere a uma correlacao positiva.

X marcada com

As andlises de colocalizacdo mostraram que a GR
anticorpo para Cav-1 em vermelho tiveram diversos pontos com correlagdo positiva,
com coeficiente de Pearson igual a 0,849 e coeficiente de Manders igual a 0,833,

indicando o sucesso da técnica de transfeccéo estabelecida (Figura 9).
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Figura 9: Analise por Microscopia Confocal: As células GRX®™ que emite fuorescéncia verde, foram
marcadas com anticorpo para Cav-1 e com anticorpo secundario ALEXA 555, que emite fluorescéncia na
cor vermelha. A. Imagem de microscopio confocal com laser excitando a proteina Cav-1/EGFP
transfectada. B. A Imagem de microscépio confocal com laser excitando a proteina Cav-1/EGFP
marcada com anticorpo. C. DIC. D. Sobreposi¢do de imagens. Os pontos de cor laranja indicam uma
correlacao positiva entre as duas marcacgdes, atestando o bom funcionamento da técnica de transfecgdo. E.
Grafico de emissao de fluorescéncia. Os pontos em forma de cometa indicam a correlagdo positiva. F.
Produto da diferenga das médias de emissdo de fluorescéncia: Pontos da cor laranja indicam onde

ocorrem predominantemente a colocalizagéo.
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5. Discussao e Conclusoes

As doencas cronicas do figado estdo entre as maiores causas de mortalidade
humana. Neste contexto, a fibrose hepética e a cirrose representam as manifestacoes
patoldgicas mais comuns e figuram entre os maiores problemas mundiais de saude
(Elsharkawy, Oakley et al., 2005). A Cav-1 é uma proteina integral de membrana
presentemente nas Caveolas, que séo pequenas invaginagdes que ocorrem na membrana
plasmatica ricas em glicoesfingolipideos, colesterol e proteinas GPIl-ancoradas (Goetz,
Lajoie et al., 2008). Em figados cirroticos, é encontrado um aumento da expressao da
Cav-1 nas células endoteliais sinusoidais do figado e nas HSC, o que sugere um
importante papel dessa proteina no desenvolvimento da fibrose hepatica (Yokomori,
Oda et al., 2002).

A microscopia confocal é uma técnica muito utilizada, podendo ser aplicada
para diversos fins de andlise, tanto quantitativos quanto qualitativos. Trata-se de um
instrumento interessante para se avaliar, por exemplo, o trdfego de proteinas ou as
alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas celulares, sendo muito util na complementacéo de
resultados obtidos por outras técnicas (Biehl, 2011). Da mesma maneira, a introdugdo
de DNA heterélogo em células eucarioticas possibilita uma série de aplicagbes (Groll,
2003). A transfeccdo de proteinas de interesse associado a uma proteina fluorescente
produz um resultado eficiente e preciso, tornando-se uma técnica importante de
investigacdo. O estabelecimento desta técnica para as células GRX, ainda ndo foi
encontrada na literatura, sendo ela uma grande ferramenta cientifica para os demais
estudos. Para estabelecer um protocolo adequado de transfeccdo, foram utilizadas
diferentes concentracdes de lipofectamina e DNA contendo Cav-1 acoplado a proteina
EGFP para testar a mais eficiente. Este teste se faz necessario porque a lipofectamina é
um reagente essencial para encapsular e transportar o DNA para o citoplasma, e esse
processo € muito agressivo, diminuindo consideravelmente a viabilidade celular.

Estabelecido o protocolo ideal para transfec¢do, o sucesso da técnica pode ser
atestado por diferentes meios. Por microscopia 6tica, foi possivel visualizar diferencas
de morfologia claras entre as linhagens transfectadas ou ndo, o que pode sugerir uma
mudanga na estrutura do citoesqueleto da célula que resultou em um fenotipo mais
estrelado. Considerando que esse fato pode ter relagdo com o estado de ativacdo das

HSC, alguns testes devem ser feitos para investigar como a inser¢cdo de DNA que
26



superexpressa a Cav-1 influencia nesta alteracdo. A quantificacdo proteica da Cav-1,
por meio da técnica de imunoblotting, confirmou que as ceélulas transfectadas
apresentam mais proteina do que as células GRX. A técnica de imunocitoquimica em
microscopia confocal, por fim, revelou que o protocolo estabelecido funcionou bem,
uma vez que os coeficientes de correlagdo, tanto de Pearson quanto de Manders,
revelaram-se altos.

Sabendo que a Cav-1 esté envolvida no controle de rotas de transdugdo de sinal,
no transporte de colesterol do reticulo endoplasmatico para a membrana plasmatica, e
que 0 aumento da sua expressao implica em mais colesterol na membrana plasmatica, o

estabelecimento da linhagem GRX“*®"

sera importante para investigacdes futuras que
envolvem relacionar o aumento da quantidade de Cav-1 com as possiveis alteracoes

fisioldgicas ou celulares associadas.
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