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Estreladas Hepaticas (HSC), apresentam caracteristicas intermediarias de ativagdo, podendo . - PPARy/p-actina 1 1,27
em cultura serem induzidas tanto para um fenétipo quiescente quanto para um mais ativado. Figura 3: Imunoquantificacdo de

my_ILIIN ' ‘\ ,\ GRX GRXCavaP ]
| 42 kDa Q m B-Actin
Figura 1: Esquema ilustrativo mostrando que as células GRX, representativas das Células Cav-t/pAcing 1 {8 RN 3
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Figura 4: Imunoquantificacdo de
PPARYy e B-actina por Western Blot
em células GRX e GRXPy

A fibrose hepatica é definida como sendo o resultado de dano continuo ao figado. As células A GRX EGFP-Cav
estreladas hepaticas (HSC) participam ativamente deste processo. Uma vez ativadas, estas

células modificam seu fendtipo quiescente lipocitico, caracterizado pela capacidade de

armazenar vitamina A em gotas lipidicas, para um fendtipo miofibroblastoide proliferativo, aSMA

caracterizado pela perda das gotas lipidicas e pelas alteracdes do citoesqueleto celular

relacionado ao aumento da expressao e rearranjo das fibras de a -actina de musculo liso (a-

SMA), conforme ilustrado na figura 1. No estado ativado, as HSC também promovem uma

alteracao da matriz extracelular hepatica promovendo o aumento da sintese de colageno |

T

(Col-1), caracteristico das cicatrizes fibréticas. Col-l

Ja foi demonstrado que a expressao de PPARy, um fator de transcricao relacionado a

lipogénese, é alta em tecidos hepaticos normais, sobretudo nas HSC quiescentes. Por outro

lado, em pacientes cirrdticos em que a fibrose hepatica esta bem estabelecida, ja foi
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emonstrado um aumento na expressao de Caveolina- av-1), uma proteina capaz de £ . . : .
P ! P P g 70 alfa actina de musculo liso (ot SMA ) nas células GRX e
regular varios comportamentos celulares tais como a proliferagao celular. % zg * GRXEGFP-Cav : (A) imagens de microscopia confocal;
A linhagem GRX é um tipo celular representativo de HSC em estado intermediario de 40 : nlcleos revelados com Hoechst. Aumento de 600x. (B)
o . . - . © Quantificacao da fluorescéncia, conforme descrito em
ativacao, podendo ser induzida tanto para um fendétipo quiescente quanto para um estado $ 20 - ,
£ 10 materiais e métodos.
mais ativado. Em nosso laboratério estabelecemos duas linhagens de GRX, uma que S 0 — . p—— Os resultados representam a média = DP; (*) P< 0,05,
av
superexpressa PPARy e outra que superexpressa Caveolina-1 para estudar o papel dessas ol 5 aSMA comparado com as células GRX
duas proteinas sobre o estado de ativacao das GRX.
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Figura 2. Esquema ilustrativo da ativacdo de HSCs. " “ 1004
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O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da expressao proteica do PPARy e da Rk GRX Py S RxH SR P,
Cav-1 no estado de ativacdo das HSC, utilizando as linhagens GRX, GRX Py e GRXEGFP-Cav,

MATERIAIS E METODOS Figura 6: Expressao das proteinas Colageno-I (Col-1) e alfa actina de musculo liso (oo SMA ) nas células
As células GRX=T="foram cultivadas em meio DMEM Low (1g/L de glicose), GRX Py acrescido de 5% de GRX e GRXPy medidas por citometria de fluxo, conforme descrito em materiais e métodos. (A) Expressdo
soro fetal bovino. O aumento do contetdo protéico do PPARy e da Cav-1 na GRX Py e na GRXEGFP-Cav fpj de Col-l, (B) Expressdo de o SMA. A quantificacdo pela intensidade da fluorescéncia. SSC-H,
confirmado através da técnica de immunoblotting. Nas células GRXEGFP-Cav 3 quantificacdo da expressdo complexidade do citoplasma; FL4-H, Alexa flGior 647. Os resultados representam a média + DP.
das proteinas marcadoras do estado de ativacdo da HSC (a-SMA e Col-1) foi realizada por
imunocitoquimica de fluorescéncia. A marcacao do Col | e da a-SMA foi feita usando anticorpos primarios

correspondentes diluidos em solucdo de bloqueio (5% de albumina em PBS) na concentracdo de 1:500

Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo secunddrio Alexa Fluor 647 diluido em solucao CONCLUSAO E DISCUSSAO

de bloqueio na concentracao de 1:1000. Para marcacao do nucleo destas células, foi usado o corante O significado da expressdo de Cav-1 e PPARy em fl’gados normais e cirréticos é pouco

fluorescente Hoechst 33342. Apds as lavagens com PBS, as laminulas foram dispostas sobre laminas conhecido.O aumento de a-SMA e Col-1 na linhagem GR XEGFP-Cav sugere uma modulac&o

histolégicas usando o meio de montagem Fluormount. As imagens foram adquiridas no microscopio de dessa célula para o estado ativado miofibroblastoide, que caracteriza danos no figado. Por

fluorescéncia confocal FV1000 - Olympus no Centro de Microscopia e Microandlise da UFRGS (CMM- outro lado, ndo houve aumento da expressdo desses marcadores de ativacdo nas células

UFRGS), deconvoluidas e analisadas pelo software ImageJ (National Institutes of Health, Rockville Pike, GRXPy, que por expressarem mais PPARYy deveriam representar um estado mais quiescente

Bethesda, Maryland, EUA). das HSCs. Mais estudos estao sendo desenvolvidos com a finalidade de entender o efeito da

Nas células GRX Py a quantificacdo foi feita por citometria de fluxo. As células foram tripsinizadas, gu?_lesfcexmessao das proteinas Cav-1 e PPARYy nas células GRX, que s&o um modelo bem conhecido
e :

ressuspendidas em 200 mL de PBS, as proteinas foram reveladas usando-se os mesmos anticorpos
especificos e analisadas no citdbmetro de fluxo FACScalibur™ (Becton Dickinson Immunocitometry
Systems, USA).
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