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N&o sei em nenhum momento da histéria da humanidade em que a ignorancia foi
melhor do que o conhecimento.

Neil DeGrasse Tyson

Um sonho s6 é possivel quando temos a liberdade para voar e sentir o que faz o
coracdo vibrar.

Mariana llha

Cada um de nés é, sob perspectiva cosmica, precioso.

Carl Sagan
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APRESENTACOES

Esta tese est& organizada em se¢des dispostas da seguinte maneira: Introducdo, Objetivos,
Capitulos (1, 11, I11), Discussao, Conclusdes, Perspectivas e Referéncias Bibliograficas.

A sec¢do Introducdo se apresentam os embasamentos tedricos que levou a formulagéo das

propostas da Tese, as quais estdo descritas na secdo Objetivos.

A secdo Capitulos contém o artigo cientifico publicado, resultados e um artigo em fase
de preparacéo. Esta secdo também apresenta os materiais e métodos e as referéncias bibliograficas

especificas de cada artigo e esta dividida em Capitulos I, Il e I11.

A secdo Discussdo contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos nos diferentes
artigos cientificos e dos resultados preliminares. A secdo Conclusdes aborda as conclusdes gerais
obtidas na Tese. A se¢do Perspectivas aborda as possibilidades de desenvolvimento de projetos a

partir dos resultados obtidos, dando continuidade a essa linha de pesquisa.

A secdo Referéncias Bibliogréficas lista as referéncias citadas na Introdugéo e Discussdo

da Tese.
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CTGF- Connective tissue growth factor
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GRXECFP-Cavl. | inhagem GRX que superexpressa a Caveolina-1 e EGFP

GRXECFPrCineo_ | inhagem GRX controle da superexpressdo com expressdo de EGFP
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RESUMO

As caveolas e os rafts lipidicos sdo importantes plataformas de sinaliza¢Bes, nas quais
aglomerados de proteinas e alguns lipidios fazem o correto posicionamento para
intensificar a qualidade da amplificacdo da sinalizagdo. A caveolina-1 (Cav-1) € uma
proteina estrutural, presente em todas as organelas e tipos celulares, conhecida por fazer
ligacGes com outras proteinas, sendo importante na homeostase do colesterol, endocitose,
migracao, respiracao celular, transcitose, autofagia, ativacdo e adesao celular. O aumento
da expressdao de Cav-1 em figados cirréticos e doencas hepaticas crénicas mostra a
importancia do controle da homeostase desta proteina. A célula estrelada hepatica (HSC)
¢ a principal responsavel por produzir proteinas de cicatrizacdo ou matriz extracelular
fibrotica (MEC) em lesdes hepaticas, expressando marcadores classicos de ativacao, tais
como: alfa actina de musculo liso (aSMA), colageno do tipo | (Col-I) e proteina glial
fibrilar acida (GFAP). Neste estudo, desenvolvemos duas linhagens permanentes
derivadas das células GRX, um conhecido modelo murino de HSC, uma que
superexpressa a proteina Cav-1, denominada GRXECFP-Ca1 e outra silenciada para Cav-
1, a GRXCFPshCvl primeiro, mostramos que a superexpresséo de Cav-1 foi suficiente para
ativar as células GRXECTPC1 e com isso propomos que a Cav-1 possa ser um potencial
marcador molecular para ativagdo das HSCs. A seguir, mostramos que a superexpressao
de Cav-1 favoreceu a formagéo de culturas de esferoides 3D, ativando rotas de apoptose
e necrose celular, diminuindo a migracéo celular a partir do esferoide. Por fim, mostramos
que tanto a superexpressdo quanto o silenciamento de Cav-1 foi capaz de aumentar
parametros de respiragdo celular ligada ao ATP, mudar morfologia das redes
mitocondriais e das mitocondrias e modular as interagcdes entre membrana mitocondrial
(MAM) e reticulo endoplasmatico (RE). Em suma, nesta tese, mostramos o envolvimento
da Cav-1 na fisiologia da ativagdo das HSC. Por fim, os resultados obtidos, nos permitem
propor que desenvolvemos e caracterizamos um novo modelo in vitro de HSC ativadas
para os estudos de doencas hepaticas.



ABSTRACT

Caveolas and lipid rafts are important signaling platforms, in which protein clusters and
some lipids are correctly positioned to enhance the quality of signaling amplification.
Caveolin-1 (Cav-1) is a structural protein, present in all organelles and cell types, known
to make connections with other proteins and is important in cholesterol homeostasis,
endocytosis, migration, cellular respiration, transcytosis, autophagy, activation. and cell
adhesion. Increased Cav-1 expression in cirrhotic livers and chronic liver diseases shows
the importance of controlling this protein's homeostasis. The hepatic stellate cell (HSC)
is primarily responsible for producing fibrotic extracellular matrix (ECM) in liver
damage, expressing classic activation markers such as smooth muscle alpha actin
(aSMA), type I collagen (Col-1) and acid fibrillar glial protein (GFAP). In this study, we
developed two permanent GRX cell-derived strains, a known murine model of HSC, one
is exogenous expressing of Cav-1 called GRXE®FP-Ca1 and another knockdown for Cav-
1, GRXCFPshCavl First, we showed that exogenous expression of Cav-1 was sufficient to
activate GRXECFP-Cav cells and therefore we propose that Cav-1 could be a potential
molecular marker for HSC activation. Next, we show that exogenous expression of Cav-
1 favored the formation of 3D spheroid cultures, activating apoptosis and cell necrosis
routes, reducing cell migration from the spheroid. Finally, we showed that both
exogenous expression of and knockdown of Cav-1 were able to increase ATP-linked
cellular respiration parameters, change mitochondrial and mitochondrial network
morphology, and modulate interactions between mitochondrial membrane (MAM) and
endoplasmic reticulum (RE). In summary, in this thesis, we show the involvement of Cav-
1 in the physiology of HSC activation. Finally, the results allow us to propose that we
develop and characterize a new in vitro model of activated HSC for liver disease studies.
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1.1 A Membrana Plasmatica, Dominios de Membrana e suas

Balsas lipidicas

A membrana plasmética das células animais tem duas funcGes chaves: primeira, a
separacdo do meio intracelular e extracelular via barreira de lipidios e proteinas. Segunda,
o fornecimento de um dominio celular que pode perceber mudancas na face externa e
iniciar eventos que alteram a fisiologia celular, como por exemplo, a transcitose, a
comunicacdo célula-célula e a transducdo de sinal. Um aspecto fundamental dessa
resposta funcional € a localizacdo das moléculas dentro da membrana. Apds o estimulo
externo, ocorre o reconhecimento e a comunicagao entre os componentes da membrana
ou outros compartimentos celulares (Patel and Insel 2009). A membrana plasmaética €
uma entidade dindmica, sendo a sua estrutura composta por proteinas e lipidios, que
controlam e s&o controlados por varios processos biolégicos. Os lipidios de membrana
sdo anfipaticos, seus motivos hidrofilicos interagem com o meio externo aquoso e sua
porcdo hidrofobica. As membranas plasmaticas dos eucariotos sdo compostas por
glicerofosfolipidios, esfingolipidios, ester6is, como o colesterol, variando em suas
composigdes. Acredita-se que a introducdo do colesterol nas membranas celulares
apareceu mais tarde na evolucdo. A sua presenca coincide com o aumento na
concentracdo de oxigénio no meio ambiente que ocorreu aproximadamente 2,5 bilhdes
de anos atrds. Além disso, a presenca de esfingolipidios e esterdis aumenta a
complexidade da membrana dos eucariotos em relacdo a membrana dos procariotos. O
colesterol aumenta a espessura e a rigidez da bicamada lipidica e permite o ““sorting”
proteico. Os pesquisadores Singer e Nicolson propuseram em 1953 o modelo de “mosaico
fluido” para a membrana plasmatica, 0 qual partilha randomicamente proteinas e lipidios
de modo a alcancar a menor energia livre. Desde entdo, varios estudos tém demonstrando
que esta partilha entre lipidios e proteinas ndo € homogénea e nem randémica, mas sim
organizada em agrupamentos de proteinas estruturais, enzimas, receptores de
sinalizacGes, transportadores e canais dentro de dominios lipidicos. Dessa maneira,
alguns destes dominios lipidicos sdo ricos em colesterol e glicoesfingolipidios e s&o
denominados de balsas lipidicas, “rafts” de membrana ou “rafts” lipidicos (Head, Patel
et al. 2014). O colesterol e os glicoesfingolipidios podem interagir entre si e com outros
lipidios e proteinas das camadas internas e externas da membrana plasmaética para formar
as balsas lipidicas (Jasmin, Frank et al. 2012). Em sintese, os “rafts” lipidicos sao

estruturas pequenas e altamente organizadas envolvidas na transducdo de sinais, contendo
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agrupamentos moveis de colesterol, caveolinas (Cavs) e glicoesfingolipidios,
especialmente, gangliosidios. Para promover suas funcdes de sinalizagdo € necessaria a
formagdo de clusters de “rafts” de 100-200 nm. Estas estruturas sdo dindmicas e moveis,
dependentes dos componentes do citoesqueleto para intensificar os mecanismos de
sinalizacdo. Essa organizacdo eficiente regula e posiciona corretamente as proteinas e
receptores para a propagacdo do estimulo, fazendo assim a comunicacdo entre 0 meio

extracelular e o meio intracelular (Head, Patel et al. 2014).
1.2 Um Subdominio de Membrana Plasmatica: Caveolas

Em 1953, nos anos iniciais da microscopia eletronica, George Palade, ganhador do
prémio Nobel, reportou a presenca das caveolas em capilares sanguineos. Logo apés, em
1955, Yamada também descreveu a presenca de estruturas semelhantes as caveolas no
epitélio da vesicula biliar de camundongos (Nassoy and Lamaze 2012). Todavia, 0s
estudos para caracterizar as caveolas s6 iniciaram quatro décadas depois com a descoberta
das caveolinas, que sdo importantes proteinas requeridas para a formacdo das caveolas
(Rothberg, Heuser et al. 1992; Kovtun, Tillu et al. 2014). Em suma, as caveolas sdo
classicamente descritas como pequenas invaginagdes da membrana plasmética de 60-80
nm com formato de Q (6mega), ricas em caveolinas, glicoesfingolipidios e colesterol
(Nassoy and Lamaze, 2012). Além disso, elas podem existir como invaginacoes
individuais, como “clusters” em forma de cachos de uva, chamadas de rosetas ou como
estruturas longas tubulares derivadas da fusdo de vérias caveolas (Figura 1) (Zou,
Stoppani et al. 2011). Do mesmo modo, elas sdo consideradas subdominios
especializados da membrana plasmatica que participam na fisiologia celular através da
regulacdo do trafego vesicular e funcbes de sinalizacdo (Gupta, Toufaily et al. 2014).
Ademais, as caveolas sdo consideradas como um subconjunto dos “rafts” devido ao seu
tamanho e conteudo lipidico. No entanto, nem todos os “rafts” lipidicos sdo caveolas.
Estes dois microdominios tém constituintes similares e ambos tém sobreposicdes de
funcBes e um conjunto de funcdes proprias (Jasmin, Frank et al. 2012). Além do mais,
estas estruturas sdo ricas em varias moléculas sinalizadoras, incluindo alguns receptores
de superficie, ligados a ancoras de lipidios. As caveolas ocorrem em diferentes
quantidades em diferentes tipos celulares, sendo mais proeminentes em fibroblastos,

células endoteliais vasculares, adipocitos e células epiteliais (Gupta, Toufaily et al. 2014).
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Vérias proteinas estdo ancoradas na parte de citoplasmatica da caveola, entre estas
estdo: as proteinas ligadas a GPI, os receptores transmembranas, como GPCRs, o receptor
de insulina, a enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e os receptores beta
adrenérgicos. lgualmente, outros tipos de proteinas ficam na face interna da membrana,
entre estas estdo: as proteinas G, as proteinas ligantes a colesterol como as caveolinas, as
cavinas e a familia de Src tirosina cinase (Jasmin, Frank et al. 2012). Portanto, as caveolas
possuem muitas funcOes, entre elas: a homeostase do colesterol (Goetz, Lajoie et al.
2008), o transporte vesicular, a endocitose, a transcitose, a migracéo, a adesdo celular, a
entrada de patdgenos (Sonnino and Prinetti, 2009), a polaridade, o controle do ciclo
celular e da transformacéo celular. Além destas funces, as caveolas s&o mecanossensoras
e mecanotransdutoras, formando um reservatorio de membrana que ajuda a prevenir a
lise celular, além de seu papel como plataforma de sinalizag6es e transducdo de sinais

(Figura 2) (Nassoy and Lamaze, 2012).

Figura 1: Microscopia eletronica de transmissdo de célula estrelada hepatica, linhagem GRXECFP-Cavl A)
Setas em preto mostram caveolas nas membranas celulares. B) Na seta branca mostra um conjunto de
caveolas, chamado de roseta. Magnificacdo de 1 e 0,2 um.

A endocitose mediada pela caveola é dependente da dinamina Il, que se localiza ao
longo do pescocgo da invaginacdo e promove o fechamento da caveola. Alguns estudos
recentes mostraram que o virus ndo envelopado SV40 usa a rota da caveola para entrar
na célula hospedeira. Logo depois que o virus entra na célula, sdo formadas pequenas
estruturas semelhantes a endossomos, que sao ricas em caveolina e colesterol, chamados
de caveossomos. Assim, estas organelas sdo diferentes entre si, sendo 0s caveossomos
reguladores do “turnover” de receptores, conduzindo para os caminhos de sinalizagdes
(Jasmin, Frank et al. 2012). Apds isso, 0s componentes da caveola podem ser reciclados
e voltar para a superficie. Esta unidade de reciclagem pode ser mantida pelos complexos
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de cavinas, como a cavina-1 que estd associada a caveola durante a endocitose. Desta
maneira, o ciclo da endocitose e a reciclagem das caveolas para os endossomos mantém

a densidade celular de caveolas (Parton and del Pozo 2013).

Lipidios
. Esfingolipidios
GM1

Colesterol

by Caveolina-1

3 ;'fl. .9‘ Caveolina-2
\'JB @ Cavinas

Caveola

Figura 2: Os dominios de membrana plasmatica. As balsas lipidicas ou rafts lipidicos sdo altamente
din&micas e estruturas transientes enriquecidas com esfingolipidios (gangliosideo 1, GM1) e colesterol. As
caveolas sdo invaginagdes estruturdveis e estaveis compostas de caveolinas, cavinas, esfingolipidios e
colesterol. Adaptado e traduzido de Fiala and Minguet, 2018

1.3 A Familia das Caveolinas

O formato classico de invaginacéo da caveola é dependente do contetido de colesterol
na célula. Esta importante molécula influencia na fluidez, na permeabilidade, na
curvatura, na formacdo de dominios laterais e outras caracteristicas biofisicas das
membranas plasmaticas (Martin, Kennedy et al. 2016). Além disso, alguns estudos
mostram que a deplecao do colesterol faz com que as Cavs sejam movidas para o RE e/ou
para o complexo de Golgi, reduzindo assim o nimero de caveolas na superficie celular.
Os niveis de colesterol na célula ndo sdo estaticos: em condicdes fisiologicas normais o
colesterol se move para dentro e para fora da caveola. Estudos recentes tém demonstrado
que o transporte de colesterol das caveolas até os compartimentos intracelulares é feito
pela caveolina-1 (Cav-1), mostrando que esta proteina modula a concentracdo de

colesterol nas caveolas (Bosch et al 2011, Jasmin, Frank et al. 2012).
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As caveolas contém duas familias de proteinas muito importantes para sua estrutura
e funcdo, a familia das Cavs e das cavinas. As Cavs pertencem a uma familia de proteinas
estruturais de células de mamiferos que sdo essenciais para a formagdo das caveolas. A
familia das Cavs € composta por trés proteinas, a caveolina-1 (Cav-1), a caveolina-2 (Cav-
2) e a caveolina-3 (Cav-3). Monémeros das Cavs variam entre 18-24 kDa, sendo a Cav-
3 a menor e a Cav-1 a maior. Os monémeros sdo organizados em multimeros na
membrana plasmatica de cerca 400 kDa e para isso sdo necessarias cerca de 14-16 Cavs.
A principal proteina das caveolas é a Cav-1. Dessa forma, a Cav-1 e a Cav-2 sdo
encontradas em diferentes tipos celulares predominantemente em adipdcitos e células
endoteliais, ja a Cav-3 somente em células de musculo cardiaco e células de musculo
estriado (Fridolfsson, Roth et al. 2014).
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Figura 3: A familia das caveolinas. A) Representacdo esquematica da estrutura proteica da familia das
caveolinas. B) A estrutura tercidria da Caveolina-1 mostrando seus dominios funcionais. Partes N e C
terminais voltadas para dentro do citoplasma, dominio de ligagdo com o colesterol, sitios de palmitoilagéo,
sitio de ligagdo com outras proteinas e sitio de fosforilagéo na tirosina 14 (Y14). C) Topologia da Caveolina-
1 na membrana plasmatica mostrando a intera¢cdo do homodimeros de Caveolina-1 e demais moléculas da
membrana, tais como gangliosidio (GM1) em azul, outros lipidios em rosa, colesterol em amarelo e
esfingolipidios em lilas. Adaptado e traduzido de Fiala and Minguet, 2018.

A Cav-1 e a Cav-2 estdo na mesma localizagdo no cromossomo (7g31.1) enquanto a
Cav-3 esta (3p25). Elas séo altamente conservadas entre as espécies, sendo que a Cav-1

e a Cav-3 apresentam uma similaridade de 65% e 85% na sequéncia da proteina (Patel
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and Insel, 2009). A Cav-1 é uma proteina estrutural de membrana plasmatica de 22 kDa,
descoberta através da imunocitoquimica como componente chave das caveolas, sendo a
sua expressao essencial para a sua biogénese (Gupta, Toufaily et al. 2014). Além do mais,
a Cav-1 tem 178 aminoacidos e pode ser fosforilada pela Src na tirosina 14 (Goetz, Lajoie
et al. 2008). Inclusive, esta proteina tem formato de grampo de cabelo e tem as
extremidades, N-terminal ou amino terminal e C-terminal ou carboxil terminal, orientadas
para o citoplasma da célula. Estudos in vivo mostram que existem duas isoformas da Cav-
1 chamadas de isoformas o ¢ B, que derivam do mesmo gene, mas que contém sitios de
iniciacdo diferentes. A Cav-la contém os residuos de 1-178, enquanto a Cav-1p tem 0s
residuos de 32-178 (Patel and Insel, 2009). Além disso, esta proteina é palmitoilada nos
residuos Cys133, Cys143 e Cys156, sendo que esta modificacdo ndo é necessaria para a
localizacdo da proteina nas caveolas, porém para a sua oligomerizacdo (Gupta, Toufaily
et al. 2014). A proteina caveolina € altamente estruturada e composta por dominios
funcionais. A presencga do dominio estruturante da caveolina (do inglés Caveolin Scaffold
Domain, CSD), na porg¢do 82-101 na Cav-1 e na porgdo 55-74 na Cav-3, sdo essenciais,
uma vez que € onde ocorre a interacdo com moléculas e proteinas de sinalizagcdo. Assim,
a interacdo direta com o CSD da Cav-1 geralmente resulta no sequestro de uma dada
molécula de sinalizag¢do dentro da membrana das caveolas e a modulacéo da sua atividade
de sinalizacdo. Diante disso, estas proteinas de sinalizagfes interagem com receptores
acoplados a proteina G (GPCRs), canais idnicos, 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
receptor de fatores de crescimento epidermais (EGFR), familia das Src cinases, adenil
ciclases, cinases ativadas por mitégenos (MAPs) e a proteina cinase A (PKA) (Figura 3)
(Fridolfsson, Roth et al. 2014).

Estudos recentes mostram que a Cav-1 pode desenvolver papéis independente das
caveolas, na regulacdo de atividades celulares, incluindo no transporte de lipidios,
expressdo génica e funcdo mitocondrial. A Cav-1 também é encontrada nas membranas
das organelas celulares tais como, vesiculas endociticas e exociticas, reticulo
endoplasmatico (RE), complexo de Golgi, mitocondrias, nucleo, lisossomos, membranas
associadas a mitocondrias (MAM), peroxissomos e gotas lipidicas (Figura 4)
(Fridolfsson, Roth et al. 2014). Sendo uma proteina integral de membrana, a Cav-1 é
sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e transita pelo complexo de Golgi
até a superficie celular. A saida da Cav-1 do complexo de Golgi é acelerada pela a adi¢éo

do colesterol e desacelerada pela deplecdo do colesterol, sugerindo assim o papel
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facilitador do colesterol na saida do complexo de Golgi. Consistente com isto, as Cavs
séo convertidas do complexo 8S para o complexo 70S no complexo de Golgi, sofrendo
importantes mudangas conformacionais associando-se ao colesterol para membranas
celulares. Além disso, as caveolas ligam-se ao citoesqueleto de actina através das
proteinas RHOA e filamina A. Esta proteina € um fator chave na endocitose e ¢ crucial
para a interacdo entre a Cav-1 e os filamentos de actina. Portanto, o tr&fico das caveolas
e a sua organizacdo sdo regulados por ambos os microttbulos e os filamentos de actina
(Parton and del Pozo 2013).
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Figura 4: A Cav-1 é encontrada em diferentes compartimentos celulares. Desenho esquemaético retratando
a localizacdo da Cav-1 (pontos em verde) nas varias organelas intracelulares para regular multiplos
processos celulares. Desenho realizado pela Autora.

1.4 O Figado e suas Celulas Residentes

O figado é o principal 6rgao metabolico do corpo humano, exibindo uma alta taxa de
vascularizagdo e um epitélio fenestrado, dando assim um acesso direto do sangue
provindo das veias do corpo as células do tecido hepéatico (Heymann and Tacke 2016).
Ele é um 6rgdo central imunoldgico, pois mais do que qualquer outro érgdo do corpo
humano, tem uma admiravel capacidade de se adaptar aos danos ocorridos através do

reparo de tecido, ativando células do sistema imune, atraves dos antigenos e endotoxinas
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circulantes provindas da microbiota intestinal (Pellicoro, Ramachandran et al. 2014;
Heymann and Tacke 2016). Além do mais, o figado abastece todos os outros 6rgéos e
tecidos com nutrientes oriundos da alimentacéo e digestdo via corrente sanguinea (Nelson
and Cox 2018). Sendo assim, ele € uma interface importante entre sistema digestorio e o
sanguineo, participando do processamento e armazenamento dos nutrientes.
Interessantemente, cerca de 80% do sangue que chega ao figado atravessa a veia porta e
somente os 20% restantes acabam indo para outras veias hepéticas, sendo entdo o
primeiro 6rgdo a ter contato com o0s nutrientes absorvidos do intestino, também
produzindo proteinas plasmaticas como albumina e armazenando ions Fe e vitamina A
(Guyton and Hall 2017; Junqueira and Carneiro 2017). O figado esta situado na cavidade
abdominal abaixo do diafragma pesando cerca de 1,5 kg contribuindo com 2% do total
do peso corporal humano. A cépsula de Gliosson hepéatica é uma cépsula delgada de
tecido conjuntivo, na qual a veia porta e a artéria hepatica penetram no figado e por onde
saem o0s ductos hepéticos direito, esquerdo e linfatico, formando-se uma rede de fibras
reticulares, funcionando como sustentagdo para os hepatécitos. O componente estrutural
basico é o lébulo hepético, constituindo uma estrutura cilindrica com apenas alguns
milimetros de comprimento, contendo aproximadamente 50 a 100 mil I6bulos individuais

(Junqueira and Carneiro 2017).

Os hepatocitos sdo as principais células do parénquima hepético e participam da
homeostase da glicose, do metabolismo de acidos graxos, do trafico de colesterol, da
sintese de acidos biliares, metabolismo energético, de processos de detoxificacdo e da
sintese proteica (Guyton and Hall 2017). Estas células expressam e enviam varias
proteinas para a corrente sanguinea, que sdo importantes para a ativacao do sistema imune
inato e adquirido. Sendo assim, os hepatocitos captam sinais inflamatdrios e patogénicos
e respondem secretando proteinas do sistema imune inato para a corrente sanguinea, tais
como opsoninas, fibrinogénio, proteina C reativa, transferrinas, hemopexinas, entre
outras. Por consequéncia, este sistema de proteinas manteve-se durante 0S processos
evolutivos e podem matar o patdgeno ou recrutar o sistema imune para que haja uma
limpeza eficiente do ambiente (Zhou, Xu et al. 2016). Os capilares chamados de
sinusdides sdo vasos irregularmente dilatados compostos por uma camada de células
endoteliais fenestradas que estdo separadas dos hepat6citos com suas microvilosidades
por uma lamina basal descontinua. Além disso, no espaco chamado de espago de Disse

inserem-se as células de Kupffer (macrofagos residentes do tecido hepatico) e as células
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estreladas hepaticas (do inglés, hepatic stellate cells ou HSCs). Os macréfagos séo
conhecidos como células de Kupffer ou células reticuloendoteliais e constituem cerca de
15% da populacéo celular do figado, sendo capazes de metabolizar eritrocitos velhos,
digerir hemoglobina, secretar proteinas dos processos imunoldgicos, fagocitar bactérias e

outras substancias estranhas provindas do sangue (Guyton and Hall 2017).

As HSCs sdo pericitos originalmente identificadas por von Kupffer em 1876, estando
localizadas no espaco subendotelial de Disse, interpostas entre as células dos sinusoides
hepaticos (do inglés, liver sinusoidal endotelial cells, LSECs) e os hepatdcitos. Existem
cerca de 5 a 20 HSCs para cada 100 hepatdcitos. Estas células controlam o turnover do
tecido conectivo hepético e regulam a contractilidade dos sinusoides (Lieberman and
Marks 2013). Uma funcéo importante das HSCs € a renovacdo da matriz extracelular
através do controle de secrecdo de metaloproteinases e de seus inibidores, bem como a
manutencdo da homeostasia do espaco sinusoidal através da secrecdo de fatores
parécrinos, autdcrinos, justacrinos e de quimiotratantes (Bataller and Brenner 2005). Em
vista disso, em figados saudaveis as HSCs mantém seu fendtipo quiescente, nédo
proliferativo, representando cerca de 10% das células residentes do figado e armazenam
ésteres de retinol em gotas lipidicas citoplasmaticas (Tsuchida and Friedman 2017). Desta
maneira, as HSCs também desempenham vérias fun¢des, como captacdo, armazenamento
e liberacdo de retindides, sintese e secrecdo de varias proteinas de matriz extracelular e
proteoglicanos, secrecdo de fatores de crescimento, citocinas e regulacdo do diametro do
limen sinusoidal em resposta a diferentes fatores reguladores como prostaglandinas e
tromboxano A2 (Junqueira and Carneiro 2017). As HSCs também expressam marcadores
classicos neurais, como a proteina glial fibrilar acida (do inglés, glial fibrillary acidic
protein, GFAP), a sinaptofisina e a desmina. Mediante o exposto, estas células apresentam
um fendtipo quiescente lipocitico com baixa taxa de proliferacdo e de producdo de
colageno do tipo IV (Pellicoro, Ramachandran et al. 2014; Tsuchida and Friedman 2017).

1.5 As Doencas Cronicas do Figado e a Ativacdo das HSCs

As doencas crénicas do figado (DCF) estdo entre as maiores causas de morte no
mundo. Sdo clinicamente devastadoras, porque nenhum outro 6rgao pode compensar a
perda das multiplas funcbes que o figado naturalmente executa (Elsharkawy, Oakley et
al. 2005). S&o elas: hepatites virais, doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (do inglés,

non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) e esteato-hepatite ndo alcodlica (do inglés,
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non-alcoholic steatohepatitis, NASH), que resultam em cirrose e cancer. Quando isso
ocorre, a funcdo do figado fica prejudicada podendo levar a morte do paciente. Os sinais
e sintomas de doencas hepéticas incluem: aumento na taxa de enzimas, ictericia, aumento
do tempo de coagulacdo sanguinea, edema e encefalopatia hepatica (Lieberman and
Marks 2013). Preocupantemente, nos ultimos 20 anos, as DCF vém aumentando
excessivamente, com um indice de 844 milhGes de pessoas afetadas (Fernandez-Rojo and
Ramm 2016) e uma taxa de mortalidade anual de mais de 2 milhdes (Marcellin and Kutala
2018), onde 1 milhdo em decorréncia de cirrose hepatica, meio milhdo devido ao abuso
de alcool e o outro 1 milhdo provindo de hepatites virais e cancer hepatico (Asrani,
Devarbhavi et al. 2019). O figado é um érgdo metabdlico crucial para a manutencao e da
homeostase das fungdes de tecidos e 6rgdos periféricos. Como consequéncia das DCFs,
a desregulacdo da funcéo hepatica, contribui para a colestease e desordens metabdlicas,
incluindo: diabetes, sindrome metabdlica e disfuncdo renal. Outras doencas que também
podem ocorrer com a desregulacdo hepética sdo: obesidade relacionada com doengas
hepéticas, bem como NASH e NAFLD que podem resultar no desenvolvimento de cirrose

e em Ultima instancia cancer hepatico (Figura 5)
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Figura 5: Esquema de doengas do figado e a ativacdo da HSC. A histdria natural das doengas hepaticas. 1)
A fibrose hepética é a resposta a cicatrizagdo do figado a varias causas de insultos hepaticos, tais como:
infeccdo viral, esteto-hepatite alcodlica e ndo alcodlica (NASH) séo as mais comuns. Os danos ao figado
causam uma resposta inflamatoria, deposicdo de MEC, morte de células do parénquima e angiogénese,
levando a uma fibrose progressiva. A matriz fibrotica se acumula lentamente, levando cerca de 30 anos até
0 estabelecimento da cirrose. Uma vez instalada a cirrose, a reversdo se torna muito dificil, podendo se
transformar em carcinoma hepatocelular. 2) A ativagdo da célula estrelada hepética (HSC). O dano hepético
inicia-se com a transdiferenciacdo do fenotipica das HSCs quiescentes em ativadas através do estimulo de
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ROS e TGFB. 3) As HSCs comegam a proliferar, produzir MEC e marcadores de ativagéo classicos, como:
aSMA, Col-1, GFAP e citocinas pro-inflamatérias para atrair macréfagos e conter a lesédo. 4) Quando o
insulto cessa, as HSCs miofibroblastoides podem regredir para o fendtipo quiencente ou entrar em apoptose
para dimimuir a populagéo de células ativadas. Modificado e Traduzido de Pellicoro, Ramachandran et al
2014 e Tsuchida and Friedman 2017.

A fibrose hepatica € um processo dinamico caracterizado pela libera¢do e o acimulo
liquido de matriz extracelular (MEC), e/ou cicatriz, resultado do dano crénico ao figado
(Friedman 2003). Embora a fibrose possa ser revertida apds cessar a causa da lesdo, o
dano cronico deixado sem controle pode levar a cirrose, no qual é caracterizada pela
distorcdo da arquitetura hepética associada com fluxo sanguineo anormal e hipertensdo
portal (Friedman 2000). A maioria dos maleficios que ocorrem no figado séo nas células
do epitélio hepéatico (hepatdcitos e os colangidcitos), levando ao extravasamento de
mediadores inflamatorios e a iniciacdo da cascata de coagulacdo anti-fibrinolitica. Os
leucdcitos sdo recrutados para o local, fagocitando as células mortas ou em apoptose e
amplificando a resposta inflamatdria gerando citocinas pré-inflamatorias tais como: fator
de necrose tumoral (do inglés, tumour necrosis fator, TNF), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1P (IL-1pB), recrutando assim as células T. Os mediadores pro-inflamatérios
que sao produzidos pela lesdo celular e pelos estimulos de células imunes, incluindo, fator
de crescimento derivado de plaquetas (do inglés, platelet-derived growth factor, PDGF),
fator de crescimento do tecido conectivo (do inglés, connective tissue growth factor,
CTGF), fator de crescimento transformador B (do inglés, transforming growth factor-g,
TGF-B) e IL-13, ativam células precursoras mesenquimais em tecidos e induzem sua
transdiferenciacdo para miofibroblastos. A fagocitose de hepatédcitos ou linfécitos
apoptéticos pelas HSCs também iniciam diretamente agdes fibrogénicas. O TGF-p € a
mais importante citocina pro-fibrogénica e que também estimula a sintese de o actina de
masculo liso (do inglés, a-smooth muscle actin, aSMA) e colageno do tipo I (do inglés,
type | collagen, Col-1) pelas HSC ativadas. O PDGF induz a proliferacdo de
miofibroblastos através da ativacdo das cinases dependentes de sinais extracelulares (do
inglés, extracellular signal-regulated kinase, ERK), de sinalizacdo independente da ERK
e por mudancas do pH intracelular. Outra caracteristica importante é a permeabilizacdo
do epitélio intestinal, aumentando, assim a quantidade de bactérias e a presenca de
lipopolisacarideos (LPS) na circulacdo, contribuindo para a ativacdo das HSCs e dos
macrofagos residentes do tecido hepético (células de Kupffer) através da sinalizagdo do
receptor Toll 4 (do inglés, toll-like receptor 4, TLR4) (Figura 6). O acumulo de
miofibroblastos pro-fibrogénicos é a principal caracteristica da fibrose tecidual. Estas
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células sdo as principais reguladoras da resposta fibrogénica, como resultado da aquisi¢cdo
de propriedades proliferativas, migratorias, contrateis, imunomodulatérias, fagocicitas e
de producdo da cicatriz fibrética Consequentemente, os miofibroblastos, e no caso do
figado as HSCs, tém sido um dos maiores alvos da pesquisa basica e dos estudos sobre

terapias anti-fibréticas nos ultimos anos (Pellicoro, Ramachandran et al. 2014).

Os avancos metodologicos tém mostrado novos insights para a origem, a regulacéo e
a variacao da populacdo dos miofibroblastos no figado (Pellicoro, Ramachandran et al.
2014). Alem disso, as HSCs tornando-se ativadas, quando ocorrem danos hepaticos,
transdiferenciam-se de células que armazenam gotas de vitamina A para miofibroblastos,
que sdo mais proliferativas, contracteis, inflamatérias, quimiotécteis, aumentam a
producdo de MEC, tornando assim o tecido hepatico mais rigido, com aumento da pressao
nas veias e artérias hepaticas, resultando em diminuicéo na irrigacdo sanguinea (Tsuchida
and Friedman 2017). Os processos de regeneracdo do figado sdo benéficos e envolvem a
troca e substituicdo das células danificadas por células saudaveis. No entanto, quando ha
lesBes cronicas, esta regeneracdo se torna patogénica, ocorrendo um desequilibrio na
producdo de matriz extracelular e a transformacdo e substituicdo do tecido sadio pela
cicatriz fibrosa. Os eventos cronicos e extensivos podem resultar em cirrose, faléncia do

6rgdo e na morte do paciente (Wynn 2008).
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Figura 6: Cascata de sinalizacdo pds dano hepatico. A) Dano hepatico causa necrose e/ou apoptose do tecido
parenquimal. B) O extravasamento de contedido celular e espécies reativas de oxigénio (ROS) ativam as
HSCs e ativam e atraem os macrofagos através do eixo de quimiocinas CCL2 e do receptor CCR2. (HSC)
hepatic stellate cells, (LSEC) liver sinusoidal endotelial cells. Adaptado e traduzido de Pellicoro,
Ramachandran et al. 2014.
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1.6 Os Mecanismos de Ativacao das HSCs

As HSCs tém um perfil de transcrigdo caracteristico e expressam uma variedade
enorme de genes e proteinas que as distinguem das outras células residentes do figado.
Estas células seguem dois processos muito importantes de ativacdo, a iniciacdo e a
perpetuacdo. A iniciacdo se refere aos eventos precoces, que tornam as células
responsivas a muitos sinais extracelulares, tais como, rapida indugdo de receptores de
fatores de crescimento, desenvolvimento de fenotipo contréctil e fibrogénico. A
perpetuacdo € caracterizada por eventos que amplificam o fenotipo ativado. As HSCs que
ja foram estimuladas pelos eventos de iniciacdo podem responder a varias citocinas e
fatores de crescimento locais, predominantemente provindos de macréfagos, resultando
na formac&o da cicatrizagdo fibrética. Assim, dependendo do estimulo e do dano que o
figado recebe, o periodo de perpetuacdo da ativacao das HSCs pode ser dividido em varios
estagios de fendtipos iniciais fibrogénicos, até fendtipos inflamatdrios senescentes
tardios. Além do mais, os mecanismos de remocdo das HSC incluem, regressao para o
fendtipo inativo e quiescente e apoptose das células que sobram quando o dano é
revertido. Alguns caminhos que regulam a ativacdo das HSC podem ser organizados em
mecanismos centrais e mecanismos regulatérios. Os mecanismos centrais sdo definidos
como aqueles que contribuem para a fibrose através dos tecidos e do contexto da doenga,
enquanto 0os mecanismos regulatérios ficam restritos aos tecidos. Quando se busca
estratégias terapéuticas focando nos mecanismos centrais ou nos reguladores, poderao ser
desenvolvidas mecanismos antifibréticos especificas para cada caso, conseguindo assim
uma maior assertividade no tratamento das doencas hepaticas (Tsuchida and Friedman
2017).

Classicamente, alguns marcadores de ativacdo das HSCs sdo descritos como, a
diminui¢do dos niveis intracelulares de gotas lipidicas, o aumento da expressao de aSMA,
Col-l1 e Col-Ill, producdo de outras proteinas de MEC, bem como as mudancas
morfolégicas. Em pacientes com hepatite cronica, a expressdo de aSMA é um marcador
muito utilizado da ativagdo das HSCs (Singh, Liu et al. 2016). A GFAP, uma proteina
dos filamentos intermediarios do tipo Il (FI), comumente expressa em astrocitos no
sistema nervoso central, também € expressa in vivo no figado e especificamente nas HSCs
(Tennakoon, lzawa et al. 2013; Tsuchida and Friedman 2017). Em figados de ratos, ja foi
mostrado um aumento da expressdo de GFAP em resposta a fibrose hepética cronica

(Carotti, Morini et al. 2008). Estas células também fazem interagdes com proteinas da
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MEC, tais como lamininas, colagenos, proteoglicanos, integrinas entre outras, regulando
a adesdo celular, diferenciacdo, proliferacdo e a migragéo. As integrinas séo receptores
transmembranas compostos pelas subunidades a e . Elas podem controlar a liberagdo e
ativacao do TGFp, representando um potencial alvo de superficie para inibir sua ativacao.
A integrina Bl também regula o fendtipo pro-fibrogénico das HSCs ativadas. Outros
importantes mecanismos descritos para ativagdo das HSCs sdo: autofagia, estresse de
reticulo endoplasmatico (RE), estresse oxidativo, metabolismo do retinol, estimulacdo do
colesterol, adipocitocinas, metilacdo do DNA, entre outros (Figura 7). A autofagia
fornece a energia requerida para iniciar e perpetuar o fenétipo ativado das HSCs, atraves
da hidrolise de ésteres de retinol, liberando acidos graxos livres que vao participar da -
oxidacdo mitocondrial, gerando ATP para manter o fenétipo ativado (Tsuchida and
Friedman 2017; Schuppan, Ashfag-Khan et al. 2018).
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Figura 7: Mecanismos de ativacdo da HSC. Esquema dos caminhos envolvidos na ativacdo da HSC.1) A
autofagia ativa a HSC, pois gera substratos energético e aumenta o (2) estresse de RE. 3) O estresse
oxidativo é uma caracteristica das doencas cronicas hepaticas que ativa as HSCs. 4) A perda de retindides
é classicamente definida como uma caracteristica de ativacdo das HSCs. 5) O colesterol livre estimula as
HSCs, tornando-as mais susceptiveis ao TGFB. 6) Metilagdo do DNA e modificagdes nas histonas,
controlam tanto a ativacdo quanto a inativagdo das HSCs. Receptores nucleares e sinais epigenéticos,
incluindo miRNAs, também modulam a ativacdo das HSCs. Esquema criado pela autora.

Em doencas agudas do figado ocorre 0 aumento da fibrogénese em relacgdo a fibrolise,
caracterizando um desequilibrio entre producdo e a degradacdo da MEC pelas
metaloproteinases (MMPs). Quando ha uma leséo prolongada ao figado, a fibrogénese se

sobrepdem a fibrdlise, resultando assim em excesso de deposi¢cdo de MEC, devido a
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menor secrec¢do e atividade das MMPs e um aumento dos inibidores teciduais das MMPs,
as TIMPs ( do inglés, tissue inhibitor of MMPs, TIMP), predominantemente a TIMP-1,
produzida por todas as células do tecido hepatico. Porém, uma producédo e atividade
desregulada em local ou tempo errados, podem promover um dano tecidual e ativar uma
resposta fibrogénica secundaria, deixando as HSCs e os miofibroblastos migrarem e se
proliferarem. As HSCs interagem com diferentes populac6es de células do sistema imune,
bem como ativam rotas especificas da sinalizagdo imune, funcionando em conjunto com
elas para promover a fibrogénese hepatica. Estas células medeiam varios efeitos
imunoreguladores através da producdo das enzimas NAPDH oxidase (NOX), espécies
reativas de oxigénio (ROS), citocinas e quimiocinas, como por exemplo, quimicinas -CC
CCL2,-3,-4,-5,e -7, também receptores de quimiocinas CC, CCR2,-5,-7, receptores de
qguimiocinas CXC, CXCR3,-7 e receptores Toll 4, TLR4 (Schuppan, Ashfag-Khan et al.
2018).

1.7 A linhagem GRX como um Modelo de HSC Murino Ativada

A linhagem celular GRX foi estabelecida através da cultura primaria de granulomas
induzidos em figados de camundongo C3H/HeH pela penetracdo transcutanea da cercaria
Schistosoma mansoni (Borojevic, Monteiro et al. 1985). Este procedimento deu origem a
celulas miofibroblastdides com caracteristicas de HSC ativadas. Esta linhagem possui
propriedades importantes para o estudo da fibrose, tais como: alta taxa de proliferacéo,
capacidade de secretar colageno do tipo | e outras proteinas de matriz extracelular entre
outras propriedades bioquimicas e biologicas que sdo caracteristicas de um
miofibroblasto (Borojevic, Guaragna et al., 1990). Vérios estudos do nosso grupo
mostraram que esta linhagem pode ser induzida a expressar o fenétipo lipocitico,
semelhante as HSC quiescentes, por meio de tratamentos com drogas como a
indometacina, retinol, licopeno, capsaicina e frutose 1,6 bisfosfato, que levaram a GRX
ao acumulo de gotas lipidicas e a diminuicdo da capacidade de proliferacdo e de producéo
de Col-I (Guaragna, Trugo et al. 1991; Pinheiro-Margis, Margis et al. 1992; Bitencourt,
de Mesquita et al. 2012; de Mesquita, Bitencourt et al. 2013; Elias, Oliveira et al. 2019).
Do mesmo modo, esta linhagem pode ser induzida a expressar o fenotipo mais ativado
em resposta ao tratamento com mediadores inflamatorios ou com substancias que
provoquem o estresse oxidativo (da Silva et al. 2003; Guimaraes, Franceschi et al. 2006).

Sendo assim, a linhagem GRX é um modelo com uma plasticidade de fendtipos
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interessantes e ja& bem conhecida, sendo um O6timo instrumento para o estudo dos

mecanismos que envolvem e acarretam o desenvolvimento da fibrose hepatica e as DCF.

1.8 As Doencas Cronicas do Figado e uma proteina de
Ativacdo: Caveolina-1

Na Ultima década a Cav-1 tem surgido como uma importante proteina na regulaco
da funcéo hepética. Ademais, a Cav-1 tem participa¢do no monitoramento da homeostase
lipidica, regulando o acumulo de lipidios, trafico e catabolismo, bem como na funcéo
mitocondrial durante a adaptacdo metabolica hepatica. Podendo, assim ser considerada,
como um sensor proteico que mantém a homeostase hepatica em condicdes fisiologicas
e fisiopatoldgicas (Fernandez-Rojo and Ramm 2016). Devido as suas func¢des chave na
fisiologia celular, as caveolas e a Cav-1 estdo conectadas com muitas doencas humanas
que podem, num futuro préximo, ser um potencial alvo terapéutico. As caveolas sdo
importantes para a fisiologia celular e para a perpetuacdo da vida, promovendo uma
vantagem evolucionaria. Camundongos deficientes de Cav-1 sdo viaveis, mas séo
também modelos precoces da doenca de Alzheimer. Mutacbes nos genes das Cavs e
cavinas estdo associadas a varias doencas em humanos, incluindo distrofias do masculo
esquelético, anormalidades cardiacas, lipodistrofias e canceres (Parton and del Pozo
2013).

Em figados cirréticos humanos foi descrito um aumento da expressdo da Cav-1 nas
LSECs e nas HSCs, em decorréncia da hipertensdo portal que acompanha 0s processos
de fibrose (Yokomori, Oda et al. 2002). Outro estudo relatou, em figados de camundongos
apos o dano por ligacdo dos ductos biliares, um aumento da expressdo proteica e do
RNAmM da Cav-1 nas HSC, porém o aumento ndo foi relatado nas LSECs (Singh, Liu et
al. 2016). Ja, Yamazaki et al. mostraram em amostras de tecido hepatico cirrético humano
um aumento da expressdo de Cav-1 em comparacdo com amostras de tecido hepatico
saudavel humano (Yamazaki, Oda et al. 2013). Mais um estudo do grupo de Cokakli et
al. mostrou uma relacao positiva do aumento da expressao de Cav-1 em figados cirréticos
de pacientes com carcinoma hepatocelular em comparacdo a individuos saudaveis
(Cokakli, Erdal et al. 2009). De Gang Ji et al. relataram em camundongos KO (knockout),
ou seja, sem expressdo de Cav-1, e ainda submetidos a exposicdo de tetracloreto de
carbono (CCL4) um importante indutor de fibrose hepatica, que na auséncia de Cav-1, o

dano hepéatico foi muito maior do que o grupo controle, mostrando uma relacdo
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importante de protecdo da Cav-1 para estas lesdes do figado (Ji, Zhang et al. 2018).
Inclusive, em outro trabalho Sala-Vila, A. et al mostraram que a Cav-1 esta presente nas
membranas associadas a mitocondrias (MAMS) hepaticas, onde atuaria determinando o
conteudo de colesterol, regulando, assim os niveis de esteroides intracelulares e processos
relacionados ao metabolismo de lipoproteinas (Sala-Vila, Navarro-Lerida et al. 2016).
Outros pesquisadores mostraram que camundongos KO para a Cav-1 submetidos a uma
dieta hipercalorica por quatro semanas, desenvolveram severa esteatose hepatica com
gotas lipidicas maiores, aumento do peso do figado e marcadores sanguineos como HDL,
LDL e colesterol total em comparagdo com camundongos controles também submetidos
a dieta hipercalorica (Li, Chen et al. 2017). Também, estudos com humanos deficientes
em Cav-1 ou cavina-1 demostraram hepatomegalia, aumento das transaminases no soro
e em alguns casos esteatose hepatica, provavelmente como um mecanismo compensatério
decorrente da incapacidade dos adipdcitos para acumular os triglicerideos. Portanto, com
a deficiéncia de Cav-1, a oxidagdo de acidos graxos, cetogénese e a respiracao celular
estdo comprometidas, exacerbadas devido ao acimulo de colesterol nas membranas das
mitocondrias. Com isso, a superexpressdao de Cav-1 na cirrose é relacionada com um
mecanismo de defesa para melhorar o estado redox diminuindo o éxido nitrico (NO) e a

producdo das espécies reativas de nitrogénio (RNS) (Fernandez-Rojo and Ramm 2016).

A fibrose hepatica € comumente considerada o resultado do desequilibrio no reparo
de tecido, com aumento do tecido conectivo e formacao de uma cicatriz fibrosa, levando
a ruptura da estrutura normal do tecido. Esse desequilibrio resulta na perda de homeostase
e a deposicgéo desproporcional de componentes da MEC e a excessiva contracgao do tecido,
sendo a ativacao das HSCs as principais orquestradoras deste processo. A Cav-1 tem um
papel no monitoramento da homeostase hepéatica pela conexdo com eventos de
sinalizag&o celular, tendo importéancia na fibrose e no reparo do tecido. O conhecimento
dos mecanismos pelo qual a Cav-1 regula os processos de reparo tecidual é importante
para o entendimento da fibrose (Gvaramia, Blaauboer et al. 2013). Com base nos estudos
mencionados anteriormente, devido ao seu potencial de regulatorio nas doencas hepaticas
e na fisiologia da ativacdo das HSC, este trabalho também propde que a Cav-1 podera ser
um marcador molecular da ativagdo das HSCs e um alvo terapéutico para a criagdo de

novos farmacos.

Fundamentado no exposto acima, nosso grupo utilizou o plasmideo pCavlEGFP
no modelo celular GRX para obter uma linhagem permanente que superexpressa a
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proteina Cav-1 chamada de GRXFCFP-CaV1 (]lha 2012). Através de varias técnicas nos
mostramos que a superexpressdo de Cav-1 aumentou a adesdo, afinidade célula-célula,
modulou a migracdo, morfologia do citoesqueleto de actina, a capacidade de endocitose
da GRXECFP-Cl em comparagdo com GRX. Estes resultados associados com o aumento
do conteudo de a-SMA, Col-I e GFAP, mostraram que esta linhagem apresenta um
fendtipo mais ativado do que as celulas GRX (llha 2015). Para verificar as interacfes de
uma cultura em 3D, também utilizamos a cultura de esferoides para analisar as células
que superexpressam a Cav-1 em relacdo ao controle GRX. Assim, sendo de extrema
importancia para a continuacdo deste trabalho, nosso grupo também estabeleceu o
silenciamento génico da Cav-1, GRXCFPNCa1 nara experimentos com respiragéo celular,

rede mitocondrial, interacdo com as MAMs e RE.
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2. Objetivos



2.1 Objetivo geral:

O objetivo geral deste trabalho foi demonstrar que a Cav-1 € um possivel marcador

molecular de ativacdo das HSCs.
2.2 Objetivos especificos do capitulo 1:

-Avaliar os marcadores de ativacdo nas células que superexpressam a Cav-1.
-Avaliar a migracdo das células que superexpressam a Cav-1.

-Avaliar a proliferagdo e ciclo celular das células que superexpressam a Cav-1.
-Avaliar a adesdo celular e a expressdo de proteinas do complexo de adeséo celular
como a Integrina B1 e a Paxilina nas células que superexpressam a Cav-1.
-Avaliar a atividade lisossomal, a ultraestrutura celular através da microscopia
eletronica de transmissdo (MET) e o fluxo endocitico nas células que

superexpressam a Cav-1.
2.3 Objetivos especificos do capitulo 2:

-Desenvolver a cultura de esferoides.

-Avaliar a migracgdo das células a partir dos esferoides em matriz proteica.
-Visualizar através de microscopia eletrobnica de varredura (MEV) da
monocamada celular 2D e da superficie dos esferoides evidenciando a producgéo
de MEC.

-Visualizar através do MET a parte interna (parte cortical e parte medular) dos
esferoides.

-Visualizar a imunomarcacdo com ouro coloidal das proteinas Cav-1 e GFAP na

superficie celular das duas linhagens.

2.4 Obijetivos especificos do capitulo 3:

-Estabelecer a linhagem GRX®F"Ca1 através do silenciamento com shRNA de
interferéncia da Cav-1 pela técnica de transducdo com particulas virais.

-Avaliar a superexpressdo e o silenciamento da Cav-1 na respiracdo celular por
respirometria de alta resolu¢cdo (OROBOROQOS).

-Avaliar o contetdo celular total e mitocondrial de colesterol, a atividade

lisossomal e a fungdo mitocondrial das linhagens celulares.

28



-Avaliar a morfologia da rede mitocondrial das linhagens celulares por
microscopia confocal com Mitotracker® Red em culturas in vivo.

-Analisar a ultraestrutura pela MET com foco na morfologia mitocondrial e nos
contatos do RE com as mitocéndrias (MAM) nas linhagens celulares.
-Visualizar a imunomarcagdo com ouro coloidal da proteina Cav-1 na membrana

interna e externa mitocondrial, nas MAMs e RE.
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3.Capitulo 1

3. Artigo aceito para publicacdo na revista Journal of Cellular Biochemistry:

Exogenous Expression of Caveolin-1 is sufficient for hepatic stellate cell activation
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INTRODUCTION

Abstract

Caveolin-1 (Cav-1) expression is increased in hepatic stellate cells (HSC) upon
liver cirrhosis and it functions as an integral membrane protein of lipid rafts and
caveolae that regulates and integrates multiple signals as a platform. This study
aimed to evaluate the role of Cav-1 in HSC. Thus, the effects of exogenous
expression of Cav-1 in GRX cells, a model of activated HSC, were determined.
Here, we demonstrated through evaluating well-known HSC activation markers —
such as a-smooth muscle actin, collagen I, and glial fibrillary acidic protein - that
up regulation of Cav-1 induced GRX to a more activated phenotype. GRX*CFF V1
presented an increased migration, an altered adhesion pattern, a reorganization
f-actin cytoskeleton, an arrested cell cycle, a modified cellular ultrastructure, and a

raised endocytic flux. Based on this, GRX*"F-Cavt

represents a new cellular model
that can be an important tool for understanding of events related to HSC
activation. Furthermore, our results reinforce the role of Cav-1 as a molecular

marker of HSC activation.

KEYWORDS

caveolae, caveolin-1, GRX, hepatic stellate cells activation, liver fibrosis, molecular marker

viral hepatitis, nonalcoholic steatohepatitis, cirrhosis,
and liver cancer and it is defined by the excessive

Chronic liver diseases (CDLs) have a large impact on
public health expenditures, significantly contributing
to human mortality rates." Worldwide, 844 million
people have CLDs with a lethality rate of 2 million
deaths per year.”> Liver fibrosis is a characteristic of
several CLDs, such as nonalcoholic fatty liver disease,

release of extracellular matrix (ECM).! Moreover, liver
has a unique competence to adapt to damage through
tissue repair. The imbalance of ECM release by hepatic
scarring leads to significant changes in architectural
and organ function, making it dangerous and clinically
significant.’

J Cell Biochem. 2019;1-13.
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Hepatic stellate cells (HSC) are the major orchestra-
tors of liver fibrosis by producing and altering the ECM in
acute injury of liver. Through stimuli of hepatic damage,
these cells are activate to a more proliferative and
fibrogenic phenotype, transforming their quiescent phe-
notype to a cell with classic myofibroblast character-
istics.* Indeed, HSC control the turnover of liver
connective tissue regulating homeostasis of ECM and
also participating in contractility of hepatic sinusoids.’
Besides the morphological changes,® some hallmarks of
HSC activation include the reduction on levels of
intracellular lipid droplets, increase on the production
of ECM, alpha-smooth muscle actin (a-SMA), type I
collagen (Col-I), desmin, and glial fibrillary acidic protein
(GFAP),”® cholesterol metabolism, induction of autop-
hagy, endoplasmatic reticulum stress, and oxidative
stresses.”

Integrins and focal adhesion (FA) proteins complex
are mechanotransducers and mechanosensors. Indeed,
these proteins can act with the cell-cell and cell-ECM
interactions through cytoskeleton, importantly participat-
ing in the initiation, maintenance, and resolve of fibrosis.
Moreover, integrins are capable to connect the cells to
ECM proteins, conducting a positional and mechanical
indication from the ECM to inside the cell, affecting cell
adhesion, migration, and proliferation.9

Caveolae are a subgroup of lipid rafts enriched in
cholesterol and sphingolipids. Classically, these orga-
nelles are described as invaginations of plasma mem-
brane or “little caves” of 60 to 80 nm."° These structures
can act as mechanic sensors that react to plasma
membrane variations. Most importantly, caveolae regu-
late cholesterol homeostasis and cell physiology as a
platform signaling for cell proliferation, migration, and
endocytosis.'"'?

Caveolin-1 (Cav-1), a 22kDa transmembrane scaffold-
ing protein, is an essential regulator of caveolae present in
all plasma membranes and it is indispensable for its
formation.”> Cav-1 and caveolae are both involved in
fundamental cellular processes such as endocytosis,
transcytosis, signaling pathway transduction, lipid meta-
bolism regulation, and mechanosensors." Many studies
demonstrated the importance of cholesterol transport by
Cav-1 to membranes, showing a critical role of this protein
to membrane homeostasis and organelles functions.'*

Cav-1 exerts an important hepatic functions through
the balance of lipid homeostasis,’ tissue repair home-
ostasis, liver fibrosis,'” and regeneration." It was already
described that Cav-1 is increased in both sinusoidal
endothelial cells and HSC of cirrhotic livers. This fact was
suggested to be related to the portal hypertension that
accompanies liver fibrosis."®!” Another study demon-
strated that Cav-1 protein and messenger RNA increase

in HSC after hepatic damage.® Importantly, in physiolo-
gical and pathophysiological conditions, Cav-1 regulates
the homeostasis of lipids and mitochondrial function,
appearing as a key sensor protein in the liver tissue. In
addition, the overexpression of Cav-1 in cirrhosis
condition is related to a defense mechanism that raises
the redox status by decreasing nitric oxide (NO) and
reactive species of nitrogen production.

GRX cell line is an activated HSC model that was
isolated from a hepatic fiber granuloma produced by
infection of Schistosoma mansoni in C3H/HeN mice."® In
addition, GRX can be driven to manifest HSC quiescent-
like phenotype by treatment with {-carotene, retinol,
indomethacin, capsaicin, and lycopene; or to express the
HSC activated-like phenotype by stimuli of proinflam-
matory cytokines. In summary, GRX cell line is an
excellent toll for liver fibrosis study.'®?” Here, we show
that exogenous expression of Cav-1 can modify the
morphology and metabolism of GRX cells, thus reinfor-
cing its important role in HSC activation. Because Cav-1
has been considered as an attractive strategy for
therapeutic design against chronic liver diseases, the
GRXECFPCa1 may be a first-rate tool to focus study Cav-1
as molecular marker of HSC activation.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Cell culture

The GRX cell line was established by Borojevic et al'® and
kindly provided by the Cell Bank of Rio de Janeiro
(HUCFF, UFRIJ, RJ, Brazil). Cells were routinely main-
tained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM;
Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 5% FBS
and 2 g/L HEPES buffer, gentamicin 50 ug/mL, fungizone
250 ug/mL, pH 7.4, at 37°C and 5% CO,. All culture
reagents were purchased from Sigma-Aldrich.

2.2 | Preparation of stable GRX®¢FF ¢!
cell line

To establish the GRX®FP“®! cell line that constitutively
overexpresses caveolin-1, we used pCavlEGFP (kindly
provided by Dr J. Daniotti, Cordoba University, Argentina)
cloned into the recombinant plasmid pcDNA3.1TOPO
(Invitrogen) and transformed into through thermal
shock. Plasmids were purified using the PureLink Quick
Plasmid Miniprep kit (Qiagen). The recombinant plasmid
pCavlEGFP (Amp®) was transfected into GRX cells at 50%
confluence with 2 uL of Lipofectamine™ (Invitrogen) and
0.3ng of pCavlEGFP. After 72hours, transfected cells
were selected by addition of 1000 ug/mL Geneticin 418
(G418; Sigma-Aldrich) to the culture medium for 4 weeks
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and then reduced to 500 ug/mL. pCI-neo:EGFP (pCI-neo
Mammalian Expression Vector; Promega) that expresses
EGFP was used as the control plasmid.

2.3 | Quantitative real-time reverse
transcription polymerase chain reaction

Total RNA (from 10° cells) was extracted using TRIzol
Reagent (Invitrogen) and was reverse-transcribed with
SuperScript-II (Invitrogen). RNA expression levels were
quantified using SYBR Green on StepOne Plus real-time
cycler (Applied-Biosystems, Grand Island, NY) Samples
were analyzed using the AAC, method®® with the Ct
values relative to the housekeeping gene (-actin. Gene
sequence information was collected from free-internet
databases (www.ensembl.org and https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/refseq/) and used to design specific primers for
CAV-1 Forward- 5° GCACACCAAGGAGATTGACC 3,
Reverse- 5 GACAACAAGCGGTAAAACCAAZ and $-
Actin Forward-5° TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG 3
Reverse- 5 TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT 3’ using a
freely available software from Integrated DNA Technol-
ogies (www.idtdna.com).”

24 |

Protein expression of GRX and GRXF™"“*! was detected
by Western blot analysis. Cells were lysed in Tris-HCI buffer
(pH 6.8) with 2% SDS, 10% glycerol, and 2-f-Mercaptoetha-
nol. Equal amounts of protein previously measured accord-
ingly to Peterson®® were loaded into 10% sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, transferred into
nitrocellulose membranes (Hybond ECL Nitrocellulose
Membrane, Amersham), and immunoblotted with the
appropriate antibodies. Primary antibodies used were anti-
Cav-1 (1:500, SC-53564; Santa Cruz) and anti-g-actin
(1:500, SC-47778; Santa Cruz). Secondary antibodies used
were horseradish peroxidase conjugated antirabbit or anti-
mouse-IgG antibodies (1:1000; both from Bio Rad, CA).
Proteins blots were detected by chemiluminescence (ECL
detection system; Amersham Pharmacia, UK) using Image
Quant LAS 4000 (GE Healthcare Chicago). Band intensities
were quantified by densitometry using Alpha Easy FC
software (version 6.0.0; Genetic Technology Inc., Miami, FL).

Immunoblotting
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For cell counting, GRX and GRX®“*""“*! were seeded at the
density of 2.5 x 10%cells/cm2. After 24, 48, and 72 hours of
culture, cells were tripsinized and suspended in 200 uL of
phosphate buffered saline (PBS). Population doublings were
defined according to PD=log N (f)—log (N(t0))/log 2,
where N(f) is the number of cells per well at time of

Flow cytometry

TR

passage, and N(to) is the number of cells seeded at the
previous passage.’! For morphological analysis, the size
and cytoplasmic complexity of GRX and GRX"GFF-cavi
cells were analyzed using the forward scatter and the side
scatter) parameters, respectively. Cell cycle phase progres-
sion was analyzed after 48 hours of culture. A total of
3% 10’ cells was incubated with cell cycle buffer (3.5 mM
de trisodium citrate, 0.5 mM Tris, with 0.05% nonidet),
RNase (10mg/ml) and the DNA was stained with
propidium iodide (50 ug/mL) for 15 minutes.

Endocytosis capacity of GRX and GRXECFPCav1 yag
determined according to Lee et al** using red Fluo-
Spheres® (Fluorescent microspheres; Molecular Probes).
Briefly, cells were incubated in a ratio of 1:100 cell/
microspheres for 4, 8, and 16 hours. Cells were washed
two times with PBS, trypsinized, fixed with 4% paraf-
ormaldehyde, and submitted to flow cytometry.

The lysosome quantification was performed through
staining cells with Lysotracker Red DND 99 (LysRed)
(Invitrogen). Briefly, cells were cultured in 12-well plates,
trypsinized and incubated for 30 minutes with LysRed.

All data was acquired with a FACS Calibur cytometry
system (FACS Calibur; BD Bioscience, Mountain View,
CA) and Cell Quest software (BD Bioscience). Data
obtained (20.000 events) was analyzed with FCS Express
4 Software (De Novo Software, Los Angeles, CA).

2.6 | Sulphorhodamine B assay

To assess adhesion and proliferation properties, sulphor-
hodamine B assay was performed.** In short, GRX and
GRXECFPCaL yvere seeded at 1x 10* cells/cm? into 96-
well plates and 2.5x 10* cells/cm? into 24-well plates.
Cell adhesion and proliferation were assessed after 2, 4,
and 6 hours for adhesion experiments and 24, 48, and
72 hours for proliferation assay, respectively. Absorbance
was measured in a spectrophotometer (Spectra Max M5;
Molecular Devices, Sunnyvale, CA) at 560 nm.

2.7 | Cholesterol measurement

Free cholesterol content of cells was measured by
Amplex Red Cholesterol Assay Kit (Invitrogen) according
to the manufacturer's instructions. To measured free
cholesterol, cholesterol esterase was omitted from the
assay. The values obtained from a cholesterol standard
curve were normalized by protein content.

2.8 |
281 |

Microscopy analyses
Phase contrast microscopy

Cell morphology, transwell cell migration, and wound
healing capacity of GRX and GRX""" ™! were analyzed
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by phase contrast microscopy using a Nikon Eclipse TE300
inverted microscope. Images were acquired using a Nikon
Digital Camera DXM1200C (Diisseldorf, Germany).

2.8.2 |

To test cell migration, transwell migration assay using
transparent PET membrane 24 well 8.0 um pore size
according manufactures protocol (ref 353097; Falcon,
Corning, NY) was performed. Briefly, cells were plated in
transwell chambers at density of 2 x 10* cells/cm? using
serum free DMEM. A total of 700 uL of 10% FBS DMEM
was added to the lower chamber and cells were
maintained at 37°C and 5% CO,. For the migration test,
cells were fixed after 16 hours and 22hours with 4%
paraformaldehyde for 15 minutes and then stained with
1% toluidine Blue O (Sigma) for 5minutes. Cells that
migrated were photographed in six randomly selected
fields for each membrane in triplicate and counted using
the ImageJ software (National Institute of Health, Rock
Ville Pike, Bethesda, MD).

Transwell cell migration assay

2.8.3 |
assay

Wound-healing cell migration

For analyzing cell migration, we followed standard
methods with modifications.**** Briefly, GRX and
GRXECFP-Cal were seeded into 24 well and cultured
until reach 80% of confluence. After, cells were scratched
with a micropipette tip and images were captured at 0, 6,
and 24 hours later.

2.8.4 | Laser-scanning confocal
microscopy

Expression and localization of Cav-1, Col-1, aSMA,
GFAP, f1 integrin and paxillin were assessed by
fluorescence labeling. Lysosomal function and endocy-
tosis were respectively analyzed by LysRed staining and
microspheres uptake FluoSpheres®. For all experiments,
GRX and GRX"CFPCa1 cells were cultured in appropriate
glass bottom culture plates (CELLview Glass bottom
plates; GreinerBioone).

For immunofluorescence labeling, cells were fixed
with 4% paraformaldehyde before incubating with the
primary antibodies (1:500) Cav-1, collagen-I, aSMA, 1
Integrin (sc53564, sc8784, sc1615, sc8978, respectively; all
from Santa Cruz Biotecnology, Dalas), GFAP (Z0O334,
from DAKO, Glostrup, Denmark), and paxillin (610051;
BD Biosciences, San Jose, CA). Sequentially, cells were
incubated with the secondary antibody (1:1000) Alexa-
Fluor 408, AlexaFluor 555, or AlexaFluor 647

(Invitrogen). The fluorescent dye Hoechst 33342
(H1398; Invitrogen) was used for labeling cell nuclei.

LysRed staining were performed as in accordance
to the manufacturer's instructions. To visualize
microspheres uptake cells were incubated by 8 hours
with 1:100 cells/microspheres according.** To contrast,
actin cytoskeleton was stained with Phalloidin -
AlexaFluor 488 (Invitrogen) and cell nuclei with
Hoechst 33342 (Invitrogen). In this experiment, images
underwent a three-dimensional reconstruction of the
sweep on the Z axis. For actin cytoskeleton analysis,
cells were stained with Actin Red™ 555 (R37112;
Invitrogen) for 30 minutes in accordance to the manu-
facturer's instructions

All images were collected using Olympus FV1000
laser-scanning confocal microscope. Ten single confocal
sections of 0.7uM were taken parallel to the bottom
plates (xy sections). All experiments were performed at
least four times for each sample. Images from six random
fields were acquired, deconvolved using the Interactive
3D plugin and cell fluorescence intensity was analyzed
using the software ImageJ (National Institute of Health,
Rock Ville Pike, Bethesda, MD, EUA). Colocalization
analysis was performed using intensity correlation
analysis plugin of ImageJ.*

2.8.5 | Electron microscopy

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde plus 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB) at room
temperature. Afterwards, they were washed in PB and
fixed in 1% osmium tetroxide, OsO, (Sigma) in PB, pH 7.4
for 1 hour at room temperature. They were washed again
with PB and then gradually dehydrated with acetone
(Merck) and soaked in epon resin. Polymerization was
carried out for 48 hours at 60°C. Semi-thin sections
(1 um) were made in ultramicrotome (Leica EM UC7)
and stained with 1% toluidine blue. Ultrafine cuts were
obtained in an ultramicrotome for the assembly of copper
grids (200 mesh). Samples were counterstained with 1%
uranyl acetate (Merck) and then with 1% lead citrate
(Merck). Cell morphology, autophagosomes, and auto-
lysosomes were observed using TEM at an 80-kV
acceleration voltage (JEM 1200; EXII, Japan).

2.9 | Statistical analysis

Data were obtained at least from three independent
experiments done in triplicate and expressed as mean
values + SD. Statistical comparisons were carried out
by one- or two-way analysis of varianc followed by
Bonferroni's post hoc test. When necessary, Student t-test
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was used. Statistical significance was accepted at P < .05.
All analyses and graphics were performed using the
statistical software GraphPad Prism 6 for Windows
(version 6; GraphPad Software Inc., Sa Diego).

3 | RESULTS
3.1 | Caveolin-1 expression in the
GRXECFP-Cavl 4 ctivation

GRXECTFCavl expresses around 83% more Cav-1 when
compared to nontransfected GRX and the green fluores-
cence form EGFP colocalizes with anti-Cav-1 antibody in
red, revealing Pearson coefficient of 0.82+0.02, as
expected (Figure S1). To ensure that Cav-1 may be
responsible by all changes in GRX® TP we tested the
GRX cells transfected with a plasmid that expresses only
the EGFP, GRX®CFPPCine® (hCl.neo mammalian expres-
sion vector; Promega). Thus, we found that EGFP did not
interfere in cell proliferation, cell adhesion after 2 hours,
Cav-1 expression, lysosomal function and GRXFCFFPCineo
cell ultrastructure (Figure S2). Activation of HSC,
transdifferentiation of quiescent into activated myofibro-
blasts, is well defined as a primary driver of liver fibrosis.
The expression of a-SMA, Col-I, GFAP, as well as the
changes on the cholesterol metabolism and the autop-
hagy rate by lysosomal stimulation, are reliably markers
that are generally used to assess HSC activation.*
Therefore, we investigated the activation state of GRX
and GRX"CFPC! through analyzing these classical
parameters. In all immunofluorescence labeling for a-
SMA, Col-I and GFAP, it was noticed an increase on the
intensity of fluorescence (IF) in GRX*S* ¢! in compar-
ison to GRX cells (Figure 1A).

Caveolae may show a homogeneous distribution on
the plasma membrane with association of actin stress
fibers."? In a previous work, our group showed that the
treatment with proinflammatory cytokines induce the
GRX cells to a more activated state with a reorganization
of actin cytoskeleton.”” GRX cells present a typical
myofibroblast phenotype grow in a “hills and valleys”
model, characteristic of the smooth muscle cells lineages,
had low contact inhibition and have a well-organized
stress-fibers.’? On the other hand, GRXFCFPCavl cellg
grow into small clusters composed of several cells
climbing over each other. In addition, labeling with
Actin Red 555 in GRX®S™F"C®1 showed that stress fibers
were reduce in length with a granular actin perinuclear
zone. An extensive dense peripheral actin-rich border
and distant large focal adhesions at the end of long
pseudopodia (Figure 1B). In concordance with previously
description for the activation of GRX,? these results
reinforce the hypothesis that the cell-cell adhesion was

ISR

stronger than cell-substrate adhesion. In addition, the IF
for Actin Red 555 was higher in GRX"CFP"C™1 thus
suggesting an interconnection between the increased
Cav-1 expression and the amount/structure of the actin
cytoskeleton (Figure 1B). We further examine whether
expression of Cav-1 is implicated in cholesterol metabo-
lism by Amplex Red method and it was found an increase
of free cholesterol in GRX"C*P™! compared to GRX
(Figure 1C). Altogether, these results are in accordance to
the previous description of GRX and/or HSC activation.

3.2 |

Cav-1 and caveolae play an important role in cell
migration.37 Therefore, we conducted the transwell
experiments to view chemotaxis attractive interaction in
response to the increased expression of Cav-1. GRX"¢F"
€avl presented an increased capacity on migrating toward
the chemo-attractant after 16 and 22 hours in comparison
to the GRX. Interestingly, GRX®S**"“™! remained in
clusters when passing through the transwell, showing
strong attraction between cells produced by the activation
process, suggesting enhances polarity and collective cell
movement migration (Figure 2A).

In wound healing experiment at time Ohours
GRXECTFCaL gpened a larger wound. Curiously, cells
detached from the substrate as a layer and these
cells adhere again on the edges of wound (Figure 2B
black arrow). On the other hand, GRX detached from
the substrate individually. These phenomena are very
interesting because GRX*“""“®! showed an enhanced
mechanosensory, surface tension, and cell-cell affinity
to continually attached to others.*® Curiously, at time
6 hours, migration pattern of both cell lines is different.
GRX expanded pseudopodium-like projections into the
free space and have a cell single migration. On the other
hand, GRXECFF-CaVl oells showed a collective migration
pattern, suggesting a lamellipodial crawling movement
(Figure 2B white arrow). After, 24 hours both cells lines
closed the wound. Collectively, these results demon-
strated that Cav-1 accelerated transwell migration in
chemo-attractant conditions, and in the wound healing
experiment demonstrated a different pattern of migration
for both cell lines, higher superficial tension and cell-cell
affinity in GRX®CFPC! (Figure 2B).

Cav-1 in cell migration

3.3 | Effects of caveolin-1 expression on
cell cycle

Although the proliferation curve of transfected cells
appears to indicate a higher rate of proliferation compared
to GRX cells, the calculation of population doubling
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FIGURE 2 Cav-1 in Directional Migration. A, Representative images of GRX and GRX®®**“*! cell in transwell migration at 16 and
22 hours. Cells were staining with Toluidine Blue O, (total magnification 100x). Pores of the membrane are visible as spots. Quantification of
cells migration in 16 and 22 hours was performed by Image J. B, Representative images of GRX and GRX"STF-C1 at 0, 6, and 24 hours after
monolayer injury. In 0 hours, GRXESF*“*! showed a larger wound and layer of detached cells attached again on the edges (black arrow).
After 6 hours migration pattern was different in both cell lines. In zoom, detailed GRX cells demonstrated a single cell pattern of migration
(white arrow) whereas GRX"9"*"“®"! demonstrated a collective pattern of migration. In 24 hours, both cell lines closed wound. ****P < .0001.

Caveolin-1, Cav-1

(CPD) and growth coefficient did not differ between the two
cell lines (Figure 3A). This can be explained by the
comparison between the adhesion proprieties of GRX cells
and GRXFCTPCal - GRXECTPCaVl presented an increased

cell adhesion, when evaluated in 2hours, and this
pattern was maintained over 4 and 6 hours after plating
(Figure 3B). Despite the increased number of adhered cells,
GRXECFPCVL exhibited a distinct adhesion pattern since
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cells remained rounded for at least 2 hours after plating.
In contrast, 2hours after plating, GRX cells already
have well-formed cytoplasmic processes, demonstrating
its cell spreading, traction force magnitude, cytoskeleton
remodeling, and possibility more hydrophilic proprieties by
substrate (Figure 3B). Thus, cell cycle progression in GRX
and GRX"CTFC™! were analyzed by flow cytometer.
Significantly, GRX"""“™! showed a reduction in percent
of cells in GO/G1 phase and an increase in percent of cells
in the S phase, but number of cells in G2/M was similar in
both cell lines (Figure 3C). Caveolin regulate cell cycle and
tumor progression in some cases."

3.4 | Effects of caveolin-1 expression in
adhesion complex

Integrins communicate positional and mechanical signals
from the ECM to the extracellular milieu, modulating
important cell function such as adhesion, migration, and
proliferation. {1 integrin and paxillin are adhesions
proteins connected with Cav-1 and ECM.*** To in-
vestigate if these proteins are involved in the aforemen-
tioned adhesion pattern, we evaluated their expression by
measurement of IF in GRX and GRX®CFP"“2! seeking for
the potential proteins colocalizations. As expected, the IF
of both proteins was increased in response to exogenous
expression of Cav-1 (Figure 4A and 4B). Colocalization

GRXEGFP-Cav1

(A) GRX

48h

O GRX

% of Cells

204

G0/G1 S G2/M

[ K¢ RxEGFP-Cav1

between B1 integrin and Cav-1 in GRX and GRXECTF-cavt
was demonstrated by the analysis of images presented in
Figure 4A. Furthermore, the 1 integrin/Cav-1 colocali-
zation was clearly enhanced in GRX®SFF“2"! Moreover,
B1 integrin and paxillin are distributed and colocalized
throughout all cell cytoplasm (Figure 4B), thus indicating
a strong interaction between these proteins. Indeed,
immunofluorescence of paxillin showed more FA sites
and increased of IF in GRX"FF¢™1 which may implicate
in the recruitment of many structural and regulatory
proteins to the cell adhesion sites. In summary, these
results support the evidence that exogenous expression of
Cav-1 is capable to modify the cell cycle and to change the
cell adhesion pattern.

3.5 | Impact of Cav-1 expression on cell
morphology and endocytosis flux

Caveolin proteins are best known for their facilitations of
the formation of plasma membrane caveolae.'* To
examine the effect of exogenous expression of Cav-1 on
GRX cell line, we analyzed cellular ultrastructure by
TEM (Figure 5A). Among the observed differences
between transfected and nontransfected cells, the most
remarkable fact was the presence of autophagosome-like
structures and autophagolysosomes (AL). Also, we
visualized a notable of clumping caveolae (white circles)
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FIGURE 3 Effects of Caveolin-1 on cell proliferation and adhesion. A, Images from phase-contrast microscopy on cell morphology on
48 hours and cell proliferation after 24, 48, and 72 hours of culture. For GRX and GRX®FP"“*! calculation of population doubling (CPD)
revealed a growth coefficient of 0.835 and 0.818 and a duplication time of 20 and 19 hours. B, Images from phase-contrast microscopy in
2 hours after plating (black arrows) and cell adhesion measured by sulphorhodamin B. assay after 2, 4, and 6 hours. Magnification of 200x.
C, Cell cycle was analyzed by flow cytometry. *P < .05; ***P < .001; **** P <.0001
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in transfected cells (Figure 5A). Likewise, the data of
TEM (Figure 5A) showed an endoplasmic reticulum (ER)
dilated in GRX®STP“2! when compared with GRX, thus
suggesting ER stress. In addition, HSC activation is
triggered by ER stress and autophagy, producing thus
fatty acids from cleavage of retinyl esters.* These
results indicated that exogenous Cav-1 promoted a great
change in the cytoplasm of GRX"®*P"“@! which may be
responsible for the greater granularity shown by these
cells in the morphological analysis by flow cytometry
(Figure S1F-G).

Because TEM analysis revealed presence of autopha-
gosome-like structures and AL, we examined whether

Cav-1 expression affects lysosomal function by evaluating
LysRed stained cells. Notably, there was a significant
increase in LysRed in GRX®CFP“! when comparing
to GRX, indicating enhanced acidification of lysosomes
(Figure 5B). Autophagy is a dynamic process constituted
by a succession of steps leading to the formation of
autophagosomes. After fusion with lysosomes, the cargo
material is degraded.*!

Since TEM analysis revealed many caveolae (Figure 5A),
we evaluated the endocytosis capacity of GRX and
GRXFCFPCVL cells using FluoSpheres® by flow cytometry.
Endocytosis capacity was increased in GRXECFPCavi
cells after 8 hours of cell incubation, reaching a plateau
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caveolae (white C), lysosome (L). Scale bars, 2, 1, and 0.5 um. B, Representative images of lysosomal function after staining with LysRed. C,
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after 16 hours. Phalloidin counterstaining for the three- 4 | DISCUSSION

dimensional imaging reconstruction confirmed that the

FluoSpheres® were inside the cells (Figure 5C). These data Our group*>* has demonstrated that GRX has GFAP and
indicated that exogenous expression of Cav-1 was able to Col-I expression and we show that exogenous expression
accelerate the endocytosis flux in GRXECFP-CavL (i, of Cav-1 increases the expression of GFAP, Col-I, a-SMA
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and the amount of free cholesterol in GRXFCFPca!

cell line than in GRX. HSC have an important typical
transcriptomic profile that expresses a variation of genes
and proteins that differentiate these cells from others
liver cells. There are well-known molecular markers for
myofibroblast differentiation like the increased content of
a-SMA and Col-1.* In addition, GFAP is expressed in vivo
in HSC’ and is increased in the chronic liver fibrotic
response.*® Another characteristic involved in HSC activa-
tion is enhances of free cholesterol content. It is important
to note that dilated or stressed ER is associated to the
fibrogenic gene expression in HSC and to the increased
autophagy during HSC activation. Indeed, ER is the cellular
site of cholesterol synthesis. Cav-1 binds to cholesterol and
regulates the cholesterol trafficking — import and export - to
and between the plasma membrane and other cellular
sites.*!* Unlike in most organs, such as heart, lung, and
kidney, Cav-1 operates as a pro-fibrotic role in hepatic
tissue. Cav-1 binds to cholesterol and its levels are increased
in cirrhosis, showing an interdependence of two molecules
in the pathophysiology of liver diseases.*?

Cav-1 was linked to proliferation and cell cycle in
several studies.’®> Furthermore, exogenous expression of
Cav-1 did not change the CPD; however, modified cell
cycle through enhancing the percentual number of cells at
phase S and decreasing at phase GO/G1. Indeed, Cav-1 is
thought to regulate cell cycle and tumor progression
through modulating of signaling by the Ras/MAPK
pathway. This fact could indicate that soluble Cav-1 is
carried into the nucleus, regulating gene expression. In the
nucleus, Cav-1 can bind to promoters and can down-
regulate the expression of genes responsible for controlling
of cell proliferation, such as cyclin D1 and folate receptor.*?

Our findings support the notion that Cav-1 modulated
actin cytoskeleton, 1 integrin, and paxillin complex by
enhancing cell polarization, directional migration, adhe-
sion proprieties, and cell-cell affinity. We showed that
exogenous expression of Cav-1 increases the protein
content of 1 integrin, paxillin, and f-actin, which are
important FA proteins on promoting the connection
between cell cytoskeleton and ECM. In addition, we
evaluated the impact of Cav-1 in the cell migration.
GRXECFFCaL cells presented an accelerated and collec-
tive migration toward chemoattractant media and an
extended abroad (lamellipodia) migration. On the other
hand, GRX cells presented an extended spike-like
protrusion (filopodia) and a single cell migration. In the
wound healing assay, it was possible to note the
formation of FA in both GRX®®FPC™1 and GRX cells.
Mechanosensing is when cells transduce the mechanical
proprieties to cells-ECM and cell-cell interactions
through FA that are linked to actin fibers.*® Integrins
are an important cell adhesion proteins that act in cell-

g7
o

cell and cell-ECM interactions, and are the first to be
activated among FA proteins during wound healing
responses.*®* Indeed, B1 integrin protein increase is
associated with the progression of fibrotic liver diseases.*
Cav-1 and (1 integrin have a strong association with
adhesion proprieties and migration, remodeling actin
cytoskeleton and stabilizing the focal adhesion kinase at
FA.*” How cells collectively adjust their forces and how
they sense and transduce the mechanical properties of
their neighbors cells are currently under intensive
investigation.*?

In the present study, expression of Cav-1 enhanced the
number of caveolae, revealing noticeable changes in cell
morphology of GRX"SFPC!  Accordingly, GRXECFF-Ca!
cells have greater size and cytoplasmic complexity. The
appearance of autophagolysosomes in GRXFZSFFCa! wag
higher and concomitant to the increase of lysosome revealed
by the LysRed signal in comparison to GRX. Cav-1 has an
extensive membrane distribution in all organelles, including
lysosomes. Moreover, autophagy drives HSC activation by
generating metabolic homeostasis.****

In fact, in ours results we demonstrated that
GRXFCFPCaL - cells endocytosed more FluorSpheres®
when compared with GRX. Importantly, Cav-1 and its
interactions with actin cytoskeleton and ATP play a
pivotal role in the structure, formation, and function
of caveolae.'>'**1454¢ Although these results may be
related to the increase on the caveolae number, it is
possible that FluorSpheres® uptake can be being driven
by both caveolar endocytosis or clathrin-dependent
endocytosis.'>*’

GRX cells represent a heterogeneous population that
can be induced to have majority activated or quiescent
cells. 29254849 Here, we showed for the first time that
exogenous expression of Cav-1 (GRXZCFPC1) jnduced
the majority of the GRX population into an activated-like
HSC state. The established cell lines can have a high
impact on strategy and comprehension of cellular
biology, substantially contributing to novel therapeutic
design for liver fibrosis study. Our results suggest that
Cav-1 is a new possible candidate for molecular marker
of HSC activation. Because Cav-1 is enhanced in the
context of pathophysiology, an advantage on establishing
a GRX model that expresses increased levels of Cav-1, is
the possibility to focus on future pivotal studies and the
role of Cav-1 on molecular mechanisms involved in HSC
activation at cellular level. In this sense, further studies
are indispensable to fully understand possible healing
cooperation of Cav-1 in liver fibrosis, when rapid reversal
is required. The GRX®CFF"C®! ce] line is accessible to be
used for research to further understand the pathology
and physiopathology of liver fibrosis and its susceptibility
to new available medications.
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Figure Supplementary 1: The Successful for transfection the pCavlEGFP in GRX cell line A) GRX cells,
which normally express Cav-1 immunolabelled in red. B) Co-localization between the green EGFP-Cav-1
and immunolabelled in red Cav-1 (Pearson’s ratio 0.82+0.02) confirm the success of transfection. Scale bar
10um. C) Total mRNA of Caveolin-1 was graphically presented. D) Equal cell lysates for GRX and
GRXECFP-Cavl \were prepared and the caveolin-1 protein content was detected by immunoblotting analysis,
normalized by B-actin protein content. Data was graphically presented. E) We also confirm the green
fluorescence expression (FL1-H) of pCavlEGFP plasmid by flow cytometry. F-G) Analysis of FSC-H
(forward scatter, cell size) and SSC-H (side scatter, cytoplasmic complexity). Data in black is GRX and
data with blue hatched area is GRXECFP-Cav1 % n<( 01; ****p<0.001
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Figure Supplementary 2: Expression of EFGP did not causes changes in GRX cell line. A) Cell proliferation
of GRX, GRXECFPrCineo and GRXECFP-Cavl after 24, 48 and 72 hours of culture. B) Cell adhesion measured
by Sulphorhodamin B. assay after 2 hours after plating. C) Cells were immunolabelled for Cav-1 with Alexa
Fluor 555 secondary antibody. Intensity of fluorescence (IF) were quantified by ImageJ software. Cellular
IF means + SD were presented. D) Lysosomal function was acquired after staining with LysRed for 30 min
by flow cytometer. E) Ultrastructural analysis of GRXEGFPeCineo gssessed by TEM: Nucleus (N),
mitochondria (M), mature autophagosome (A), rough endoplasmic reticulum (RER), dilated RER (RER*),
caveolae (C), lysosome (L). Scale bars, 2um, 0,5 um and 0,2 um. *p< 0.05; **p<0,01; *** p<0.001.
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4, Capitulo 2

Resultados: Desenvolvimento do Sistema de Cultura Celular de Esferoide e

Localizacéo de Cav-1 e GFAP
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As culturas de esferoides vem sendo cada vez mais utilizadas por suas
similaridades com as culturas in vivo, pois as células exploram as trés dimensfes do
espago, aumentando assim a interagdo com o microambiente no qual elas se inserem e
com as células vizinhas (Amaral et al 2010,Vinci, Gowan et al. 2012). Para analisar estas
interacdes, 0 aumento da afinidade célula-célula, e testar a linhagem que superexpressa a
Cav-1 proposta anteriormente, foram realizados 0s experimentos de formacao e migragéo
de esferoides. Também, através de imunomarcacdo com ouro coloidal de Cav-1 e GFAP

podemos visualizar a localizacdo celular destas importantes proteinas de ativacao.

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Desenvolvimento do Sistema de Cultura Celular de

Esferoide:

Os esferoides foram desenvolvidos conforme reportado por (Vinci, Gowan et al.
2012). Brevemente, foi adicionado 200ul de agarose 1% (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA,
USA) com pipeta multicanal na placa de 96 pocos com fundo redondo préprio para
preparacdo de esferoides e retirado imediatamente. As placas foram secadas a temperatura
ambiente e deixadas na luz UV por 15min e depois as células GRX e GRXECFP-Ca1 foram
semeadas nas densidades de 3 x 103, 6 x10% e 9 x108 células por poco. Para analise do
tamanho e forma dos esferoides foi escolhida a densidade de 9 x103 células por pogo. A
formacdo dos esferoides foi monitorada nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas, imagens
foram capturadas em microscopio 6ptico invertido de contraste de fase (Nikon Eclipse
TE300) e analisadas pelo software ImageJ (National Institute of Health, Rockville Pike,
Bethesda, Maryland, EUA).

4.1.2 Ensaio de Migracdo de Esferoides sobre plastico ou sobre

Matriz de Proteina

Para o0 ensaio de migracdo celular a partir dos esferoides, ap6s 96 horas da
semeadura, os esferoides formados foram transferidos para uma placa de 96 pocos de
fundo plano recobertas ou ndo com 0,1% (v/v) de gelatina (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA,
USA). A migracao sobre matriz proteica foi avaliada no 4°, 6° 12° dia de cultura e apés 4
dias quando sobre plastico. A migracdo foi avaliada em microscopio optico invertido de
contraste de fase (Nikon Eclipse TE300).
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4.1.3 Analise Morfologica Externa dos Esferoides por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV):

Para a analise da morfologia externa, os esferoides das células GRX e GRXECF
Cavl foram fixados com glutaraldeido 10% (TP 0,1M). Ap0s, as culturas foram pos fixadas
com ésmio 2%, e desidratadas gradualmente em acetona. Para dessecacao, os esferoides
foram fixados em laminulas e dessecados, ao ponto critico, com CO2 liquido, e
metalizados com ouro, seguindo o protocolo padrdo. A preparacdo das amostras e as
andlises foram realizadas no Centro de Microscopia e Microanélise da UFRGS (CMM-
UFRGS) no microscopio eletrénico de varredura (MEV, JSM 6060, Jeol)

4.1.4 Analise Ultraestrutural dos Esferoides por Microscopia

Eletronica de Transmissao (MET)

Para as analises ultraestruturais, os esferoides das células GRX e GRXECFP-Cav
foram fixadas com paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em TP 0,1% por 24 horas e
pos-fixadas em tetroxido de ésmio. Apds, as amostras foram desidratadas, emblocadas
em resina epoxi e cortadas por ultramicrotomia (llha, Moraes et al. 2019). Os cortes de
70nm foram depositados em grids de cobre recobertos com Formvar e contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo. As andlises foram realizadas no Centro de
Microscopia e Microanalise da UFRGS (CMM -UFRGS) no microscopio eletrénico de
transmissdo (MET; JEM 1200EXI]I, Jeol).

4.1.5 Andlise da Localizacédo Subcelular da Cav-1 e GFAP

A localizacdo subcelular das proteinas Cav-1 e GFAP nas linhagens GRX e
GRXECFP-CavL foj realizada conforme Wilson and Basic 2012. Brevemente, as células
foram imunomarcadas com anticorpo primario de concentracdo 1:500 para a anti-Cav-1
anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) e GFAP anti-rabbit (GFAP,
Z0334 Glostrup, Denmark) com anticorpo secundario conjugado com ouro coloidal 1:50
(Immunogold) (para Cav-1, anti- mouse 1gG conjugado com particulas de ouro de 10nm;
e para GFAP, anti-rabbit IgG conjugado com particulas de ouro de 5nm, Sigma- Aldrich.
As analises foram realizadas no Centro de Microscopia e Microanalise da UFRGS
(CMM-UFRGS) no microscopio eletronico de transmisséo (MET; JEM 1200EXII, Jeol).
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4.2 Resultados e Discussao:

4.2.1 A superexpressdo de Cav-1 aumentou afinidade célula-
celula, induziu a formacdo de esferoides maiores e inibiu a
migracao

Devido aos resultados anteriores que demonstraram que a GRXEGFP-Cavl
apresentava maior afinidade célula-célula quando comparadas com a GRX (llha et al,
2019), o crescimento em 2D das duas linhagens foi analisado através da microscopia
eletronica de varredura (MEV). Podemos notar claramente na figura 8 que as células que
superexpressam a Cav-1 apresentaram uma maior afinidade célula-célula, reforcando

resultados anteriores mostrados por microscopia optica (llha et al, 2019).

G Rx G RxEGFP-Cav1

X188 1868w0m

Figura 8: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de monocamadas de células GRX e GRXEGFP-Cavl,
A célula GRX mostra caracteristica tipica de uma cultura semi-confluente de miofibroblastos. A imagem
da cultura de GRXECP-Ca1 mostra seu aumento de afinidade célula-célula com a presenca de grumos
(clusters) celulares.

As culturas de esferoides vem sendo cada vez mais utilizadas por sua similaridade
com a arquitetura das células in vivo (Vinci, Gowan et al. 2012). O diferencial das culturas
de esferoides 3D é permitir que as células explorem as trés dimensbes do espaco,
aumentando assim a interacdo com o microambiente e as celulas vizinhas (Amaral et al
2010). Para analisar esta interacdo e testar a linhagem proposta anteriormente, foram
realizados os experimentos de formac&o de esferoides como descrito por (Vinci, Gowan
et al. 2012). Através das imagens de microscopia optica, verificou-se a formagéo de
esferoides nas linhagens GRX, GRXECFP-Cavl o GRXECFPRCINe  (controle  da
superexpressdo) nas primeiras 24 horas ap6s a semeadura em placas revestidas em
agarose 1% (Figura 9A-B). A mensuracdo do tamanho dos esferoides foi realizada pelo
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software Image J em 24, 48 e 72 horas de cultura celular. Como mostra a figura 9A-B, o
tamanho dos esferoides das GRXECFP-Cal foj significativamente maior quando
comparadas com as linhagens GRXECFPPCIneo e GRX, mantendo-se assim ao longo das 72
horas de cultura celular. Como ja mencionado anteriormente e descrito por llha, Moraes
et al. 2019 a linhagem que superexpressa Cav-1 tem maior afinidade célula-célula, pela
modulacdo de proteinas de adesdo como a paxilina e a integrina p1 (If1). A Cav-1
também faz ligagdo com outras proteinas de adesdo como as E-caderinas que também
podem estar sendo alteradas (Parton and Dal pozo 2013). No entanto, o tamanho dos
esferoides das duas linhagens foi diminuindo ao longo do tempo, sugerindo um aumento
na compactacéo celular com o tempo de cultura (figura 9A-B). Em experimentos onde as
linhagens foram plaqueadas em placas de petry ndo aderentes (dados ndo mostrados), a

GRXECFP-CvL formou esferoides mais rapidamente que a linhagem GRX.

Para avaliar a migracdo, apds as 96 horas de incubacdo, os esferoides foram
transferidos para placas aderentes de fundo liso, recobertas ou ndo com gelatina 0,1% v/v.
A migracdo sobre uma matriz proteica (placas com gelatina) foi avaliada apos 4, 6 e 12
dias (Figura 9C). Sendo que, ja aos 4 dias, nos esferoides de células GRX a migracdo é
visivelmente maior se comparada com as GRXECFP-Cal ‘Nas células GRX, ap6s 12 dias,
as imagens mostram a formacdo de uma aureola compativel com um padréao radial de
migracdo. Em placas de fundo liso e ndo recobertas com gelatina os dois tipos celulares
apresentaram um padrao disperso de migracéo, repetindo o resultado anterior (Figura 9C),
as GRXECFPCl migram menos que a GRX (Figura 9D). A superexpressdo da Cav-1 e a
presenca de um microambiente em 3D, formacdo dos esferoides, mostrou novamente o
aumento da interacdo célula-célula e diminuicdo da migracao de células para o substrato
do plastico. Estes resultados reforcam os dados anteriores de migracao obtidos através do
experimento de Wound-healing, onde as células GRXECFP-Ca1 apriam um espago maior
da camada celular, com aumento da afinidade célula-célula dependente da confluéncia
celular (Ilha, Morares et al. 2019). O papel da Cav-1 na migracdo celular ainda continua
controverso. Existem muitos dados na literatura indicando que a Cav-1 promove a
migracdo em varios tipos celulares incluindo, fibroblastos, células endoteliais e células
derivadas de tumores dependentes da presenca da Tyrl4 da Cav-1. Alternativamente a
inibicdo da migracdo é observada em astrocitos, carcinoma de endotélio e pancreatico e
células metastaticas de cancer de mama. Em células metastaticas de adenocarcinoma

mamaria, a presenca da Cav-1 € associada com a extensdo reduzida das protrusdes
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celulares e a migracdo com a estimulacdo de EGF. Em cancer hepatocelular, a associacéo

da Cav-1 com a invaséo e sobrevivéncia foi relatada com o aumento da expressao de

MMP (Urra, Torres et al. 2012).
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Figura 9: A superexpresséo de Cav-1 aumentou afinidade célula-célula, induziu a formagdo de maiores esferoides e
inibiu a migragdo. A) A formagao de esferoides das células GRX e GRXEGFP-Cal em 24, 48 e 72h de cultura celular.
B) As células GRXECFP-Cavl formaram esferoides maiores em todos os tempos celulares em comparagdo a GRX e
GRXEGFPpCineo Ag jmagens foram quantificadas pelo software ImageJ. C) Células GRX e GRXEGFP-Cavl ng experimento
de migracdo em placas revestidas com gelatina em 4, 6 e 12 dias de cultura celular. As células GRX apresentaram uma
auréola compativel com padrdo de migragéo radial. As células GRXECFP-Cav1 apresentaram padrdo de migracdo difusa.
D) As células GRX e GRXFCFP-Cavl ng experimento de migragdo sobre plastico em 0 e 4 dias de cultura celular. As
células GRX apresentaram maior migrag&o sobre o plastico do que as células GRXECFP-Ca1 Aumento de 200x.
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Figura 10: Morfologia externa e interna da cultura dos esferoides. A) As células GRX e GRXECFP-Cav1 através da MEV

mostram um formato arredondado e produgdo de matriz extracelular (MEC) acentuada nas duas linhagens.
Magnificacdo 5, 10 e 50 um. B) As células GRX e GRXECFP-Cal através da MET mostram o contetido celular e a
morfologia celular da parte da borda e do centro dos esferoides. Ambas as células foram sinalizadas e marcadas em
pintura colorida para melhor visualizagdo da delimitagdo dos seus citoplasmas. As células GRX apresentaram na borda
celular maior contato entre célula-célula, producdo de MEC e nlcleos inteiros. J& na parte do centro ha um maior
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espagcamento entre as células e nucleos celulares inteiros. As células GRXECFP-Ca1 gpresentaram tanto na borda quanto
no centro do esferoide um maior extravasamento do contetdo citoplasmaticos, maior produgdo de MEC e maior
espacamento celular com nicleos (N) picnéticos e eletrodensos. Magnificagdo 5 pum.

Em alguns tipos de céanceres, como por exemplo, cancer de mama, a
superexpressdo de Cav-1 inibe a metastase, a adesao, a proliferacdo e a migracgdo celular,
enquanto em outros tipos de cancer a Cav-1 foi reportada a induzir este fenémeno (Gupta,
Toufaily et al. 2014). Concluimos que com a superexpressdo de Cav-1 e a interagdo com
um microambiente em 3D, houve um aumento da interacdo célula-célula e uma
diminuicdo da migracdo das células GRXECFPCa1 npara o substrato plastico em

comparacao as células GRX.

Para visualizar o formato e a producdo de MEC na cultura dos esferoides, as
células GRX e GRXECFP-Cavl angs 4 dias de cultura celular em placas de fundo U e agarose
1%, foram preparadas para MEV e MET. Atraves da MEV podemos visualizar a producdo
de MEC na superficie dos esferoides nas duas linhagens celulares (Figura 10A). Logo
apos, as culturas de esferoides foram preparadas para a MET para uma analise da
morfologia interna. (Figura 9B). Na parte cortical dos esferoides de células GRX foram
observadas células intactas, evidenciando o contato entre células. Ja na parte medular do
esferoide, ha um maior espacamento entre as células, producdo de MEC e um
extravasamento do contetido citoplasmatico. Ja nos esferoides de células GRXFCFP-Cavt,
tanto na parte cortical quanto na parte medular, encontramos células com nucleos
picnoticos e eletrodensos caracteristicos de vias de morte por hipdxia e apoptose/necrose,
extravasamento do conteddo citoplasmatico e com muita producdo de MEC. Com isso,
podemos concluir que as culturas de esferoides sdo Otimas ferramentas experimentais
para serem utilizadas futuramente em testes para reversdo do fenétipo ativado ou das vias

de apoptose/necrose com drogas, farmacos e interacdes com outros tipos celulares.
4.2.2 Localizacao celular de Cav-1 e GFAP

Nossos resultados anteriores mostraram que pela técnica de transfeccdo com o
plasmideo pCavlEGFP nas células GRX houve um aumento de 83% da expresséo
proteica de Cav-1 (llha, Moraes et al, 2019). Para confirmar a localiza¢&o subcelular de

Cav-1 foi utilizado a técnica da imunomarcacgdo com particulas de ouro pela MET.
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Figura 11: A localizagdo de Cav-1 no nucleo celular. A) A localizagdo celular de Cav-1 pela técnica da imunomarcagéo
por particulas de ouro. As células GRX e GRXECFP-Cav1 com imunomarcagéo de particulas de ouro marcadas com Cav-
1 na heterocromatina nuclear (Setas vazadas pretas). Nucleo em (N). Magnificacdo 2 e 0,2um. B) Imagens das células
GRX e GRXECFP-Cavl nor microscopia confocal com expressdo de Cav-1 por imunocitoquimica em vermelho.
Reconstrugdo tridimensional da varredura do eixo Z, mostrando a localizagdo de Cav-1 dentro do nlcleo celular. As
GRXEGFP-Ca1 com expressdo do plasmideo pCavlEGFP em verde. Nicleos marcados com Hoechst e anticorpo
secundario para Cav-1 por Alexa Fluor 555. Aumento de 60x.
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Surpreendentemente foi notado uma intensa imunomarcacdo de Cav-1 na
heterocromatina nas duas linhagens GRX e GRXECFPCa1 norém ela aparece mais
frequentemente na célula que superexpressa a Cav-1, GRXESFPC&1 (Eigura 11A). A Cav-
1 esta presente no nucleo como reguladora génica e corresponde a uma extensdo de
funcdo das caveolinas, provindas das membranas plasmaticas das caveolas. Muito
receptores de diversas funcdes celulares encontram-se dentro das caveolas, e sob ativagéo
estes levam os sinais através da endocitose, translocando-se para o nucleo (Fridolfsson,
Roth et al. 2014). As células que superexpressam a Cav-1 apresentaram maior
imunomarcacao de Cav-1 na heterocromatina e dispersas no citoplasma (Figura 11A).
Através da imunocitoquimica por microscopia confocal foi possivel fazer uma
reconstituicdo em 3D, mostrando a localizacdo do nuclear da Cav-1 em vermelho,
(imunomarcada com alexafluor 555), verde do plasmideo pCavlEGFP, e o nucleo (azul)
marcada com Hoechst (Figura 10B). Estes resultados corroboram com a ativacdo das
HSCs, ja que a Cav-1 regula a expressao génica de alguns receptores como PDGF, VEGF
e EGF, situados nas caveolas e translocados junto com a Cav-1 para o ndcleo na ativacao

celular.

Em nosso trabalho, através da imunocitoquimica foi visualizado um aumento
significativo da expressdo de GFAP nas células que suprexpressam a Cav-1, GRXECFP-
Cal em comparagdo com a GRX (llha, Moraes et al, 2019). Estudos anteriores do nosso
grupo mostraram que ha expressdo de GFAP na linhagem GRX (Mermelstein, Guma et
al. 2001). Para confirmar a localizagdo subcelular de GFAP foi utilizada a técnica do
imunomarcacdo com ouro coloidal pela MET, onde a distribuicdo pelo citoplasma da
marcacdo aparece nas duas linhagens (Figura 12A). A GFAP, uma proteina dos
filamentos intermediarios do tipo 111 (FI), comumente expressa em astrocitos no sistema
nervoso central, é expressa in vivo no figado e também nas HSCs quiescentes (Carotti,
Morini et al. 2008). Alguns trabalhos com les6es fibréticas hepaticas, o nimero de células
GFAP positivas aumentou consideravelmente. Nesse mesmo trabalho foi mostrado que
em dupla marcacdo de imunofluorescéncia, houve aumento também de proteinas como a
vimentina, desmina e o-SMA. Na fibrose hepatica, as HSCs se transformam em
miofibroblastos expressando altos niveis de GFAP (Tennakoon, Izawa et al. 2013). Estas
analises corroboraram com os resultados obtidos até agora de que a Cav-1 esta

relacionada com a conversao fenotipica para um estado mais ativado das HSCs.
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Figura 12: A localizagdo de GFAP no citoplasma de células GRX e GRXECFP-Ca¥1 | gcalizagdo celular de GFAP pela
técnica da imunomarcacéo por particulas de ouro coloidal. As setas vazadas pretas mostram a presenca de particulas
de ouro, mostrando a presenca de GFAP no citoplasma celular. Nucleo em (N). Magnificagdo 2 e 0,2um.
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5.Capitulo 3

Artigo em preparacao

Mitochondrial-associated ER membranes (MAM), mitochondrial respiration and dynamics
are influencied by caveolin-1 in hepatic stellate cells
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ABSTRACT

Caveolin-1 (Cav-1) is an integral membrane protein present in all organelles such as Golgi
complex, lysosomes, nucleus, caveolae, mitochondria and mitochondrial-associated
membranes (MAM) with ER that regulates and integrates multiple signals as a platform.
MAM disfunction and increased of Cav-1 expression has been associated with liver
disease. This work aimed to evaluate the role of Cav-1 in cellular respiration,
mitochondrial network morphology and contact sides with MAM. We report that both
exogenous expression and knockdown of Cav-1 in GRX cells presented high-OXPHOS
metabolism, changed mitochondrial cholesterol content and network. We also
demonstrated DRP1, MNF1, OPA1 and RnR2 mRNA expression. DRP1 differs when
Cav-1 is up regulated in GRX cells. Finally, a difference in mitochondria and MAM
morphology in ultrastructural analysis was observed, suggesting that Cav-1 biology is
involved in mitochondria, MAMSs function, cell homeostasis in HSC activation being a

potential molecular marker for liver diseases.

Keywords: caveolin-1, cholesterol, bioenergetics, mitochondria respiration, MAM,
GRX, hepatic stellate cells, liver fibrosis
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1) INTRODUCTION

The most important organelle that regulates cell metabolism and metabolic
demands are the mitochondria, by which the oxygen consumption occurs through the
electron transport system (ETS) that is firmly coupled to the production of ATP.
Mitochondrial respiration is driven by key process such as the production of reactive
oxygen species (ROS), the oxidative phosphorylation, the ion gradient, the heat
dissipation and the membrane potential (Pesta and Gnaiger 2012). In addition, cholesterol
levels in mitochondria membrane are approximately 40-fold lower than plasma
membrane and this molecule are essential for biogenesis, bioenergetics and membrane
maintenance of mitochondria (Martin, Kennedy et al. 2016). These incredible and
dynamic networking organelles adjust in response to environmental stresses and changes
in states for maintain balance between fusion and fission process and health of
mitochondria population. Dynamin 1-like protein (DRP1) is an important regulator of
mitochondrial fission and GTPases such as mitofusin 1 (MNF1) and 2 (MNF2) and optic
atrophy protein 1 (OPAZ1) control the opposite process, mitochondrial fusion (Mishra and
Chan 2014; Jang, Seeger et al. 2017).

Caveolin-1 (Cav-1) is an integral protein of 22kDa responsible for stabilizing
signals through acting as a platform signaling (Parton and del Pozo 2013). This protein is
located in all membranes and is critical for the function of all organelles, including
caveolae, lipid rafts, Golgi complex, lysosomes, endoplasmic reticulum (ER), and
mitochondria (Fridolfsson, Roth et al. 2014). In addition, Cav-1 plays an important role
in the traffic of cholesterol to other cellular sites, being important to homeostasis of the
intracellular membrane system (Shi, Tan et al. 2015; Fernandez-Rojo and Ramm 2016).
Importantly, cholesterol enters into mitochondria through specialized extensions of ER
enriched by Cav-1, named mitochondrial-associated membranes (MAM), which have
interconnection with inorganic ions, calcium fluxes, and lipids, thus coordinating
numerous signaling pathway, metabolic status, and cellular processes (Sala-Vila,
Navarro-Lerida et al. 2016).

Hepatic stellate cells (HSC) are the major producers of extracellular matrix (ECM)
in response to a damage during liver fibrosis (Singh, Liu et al. 2016). HSC become more
activated through differentiating from quiescent vitamin-A-deposing cells to
myofibroblasts, which are inflammatory, chemotactic, and proliferative cells, thus

expressing a range of markers like desmin, type I collagen (Col-1), glial fibrillary acidic
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protein (GFAP), and o smooth muscle actin (SMA-a) (Tsuchida and Friedman 2017).
GRX line is a murine HSC model (Borojevic, Monteiro et al. 1985) and is an excellent
tool for liver fibrosis mechanism study because these cells can be driven to display the
HSC quiescent-like phenotype (Margis, Pinheiro-Margis et al. 1992) or to express the
HSC more activated-like phenotype (Guimaraes, Franceschi et al. 2006) by different
stimulus. In a previous work of our group, we introduce a new HSC model, the GRXECSF>
cavl obtained from exogenous expression of Cav-1. Thought evaluating classical markers,
Cav-1 was sufficient to induce the GRX to express some activation parameters. In this
way, we proposed Cav-1 to be a possible new molecular marker for HSC activation (llha,
Moraes et al. 2019).

Cav-1 exerts an important hepatic function and its expression is increased in both
sinusoidal endothelial cells and HSC of cirrhotic livers (Yokomori, Oda et al. 2002;
Yokomori, Ando et al. 2019). In addition, genetic ablation of CAV-1 has been shown to
increase the cholesterol content of liver and mouse embryonic fibroblast (MEF)
mitochondria, which leads to a reduced mitochondrial respiration. Therefore, cholesterol
accumulation in liver mitochondria in Cav-17 mice suggests that this phenomena might
also occur within hepatocytes (Fernandez-Rojo and Ramm 2016), but it is not described
in HSC. In this way, increasing evidences link MAM dysfunction to complex diseases,
such as neurodegenerative disorders, diabetes, cancer, and liver diseases. MAM
dysregulation and ER stresses in the liver has been proposed to contribute to
hepatosteatosis, hepatitis C infection, and hepatocarcinoma (Sala-Vila, Navarro-Lerida et
al. 2016). In light of these observations, we hypothesized that Cav-1 regulates ER-
mitochondria interaction, mitochondrial network morphology and respiration by

modulating mitochondrial cholesterol content in hepatic stellate cells.

2) MATERIALS AND METHODS
2.1) CELL CULTURE

The GRX cell line was established by Borojevic et al (Borojevic, Monteiro et al.
1985) and kindly provided by the Cell Bank of Rio de Janeiro (HUCFF, UFRJ, RJ,
Brazil). Cells were routinely maintained in Dulbelcco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 5% FBS and 2g/L HEPES
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buffer, gentamicin 50ug/mL, fungizone 250ug/mL, pH 7.4, at 37°C and 5% CO.. All
culture reagents were purchased from Sigma-Aldrich.

2.2) PREPARATION OF STABLE GRXECFP-C&I AND GRXCFPshCavl CELL LINE

2.2.1) Overexpression of Caveolin 1

To establish the GRXECFP-Cav1 ce|| line that constitutively overexpresses Caveolin-1,
we used pCav1lEGFP (kindly provided by Dr J. Daniotti, Cordoba University, Argentina)
cloned into the recombinant plasmid pcDNA3.1TOPO (Invitrogen) previously described
(llha, Moraes et al. 2019). pCl-neo:EGFP (pCl-neo Mammalian Expression Vector,

Promega) that expresses EGFP was used as the control plasmid.

2.2.2) Caveolin gene knockdown

Short hairpin RNA (shRNA) lentiviral vectors were used in order to silence CAV-
1 with the lentiviral transduction particles from the Mission shRNA library from Sigma-
Aldrich (clone NM_007616.2-487s1cl). Mission shRNA non-target (pLKO.1l-neo-
CMV-tGFP) was used as a non-silencing control. GRXCFs"¢1 and GRXNT cells were
generated by lentiviral infection and cells selected with G-418 (G8168 Sigma-Aldrich)
(1000 pg/ml) to generate stable shRNA-expressing pools, as previously described
(Thome, Filippi-Chiela et al. 2016). Knock down was confirmed by immunofluorescence
staining and Real Time RT-PCR.

2.3) QUANTITATIVE REAL TIME RT-PCR

Total RNA (from 108 cells) was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen) and
was reverse transcribed with SuperScript-11 (Invitrogen). RNA expression levels were
quantified using SYBR Green on StepOne Plus real-time cycler (Applied-Biosystems,
Grand Island, NY). The gene expression was evaluated by the software geNorm
(Vandesompele, De Preter et al. 2002). GeNorm is a Microsoft Excel application that
provides a gene stability measure (M value) and ranks the tested genes by stepwise
exclusion of the gene with highest M value. geNorm analysis ranked as the most stable
genes, that were used as reference genes. Samples were analyzed using the A ACt method

(Schmittgen and Livak 2008) with the Ct values relative to geometric media of the RG of
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RnR2 and MNF1 as RG ranked by geNorm. Gene sequence information was collected
from free-internet databases (www.ensembl.org and
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) and used to design specific primers in Table 1
using a freely available software from Integrated DNA Technologies (www.idtdna.com)
(Grun, Teixeira et al. 2018)

TABLE 1: Primers Sequences

Gene Primer Sequence GenBank Reference
Cav-1 F-5° GCACACCAAGGAGATTGACC 3
R-5° GACAACAAGCGGTAAAACCAA T NM 001243064
DRP1 F-5°- TCAATAAGCTGCAGGACGTC 3°
R-5" TTCTGGTGAAACCTGGACTAG 3 NM 001276340.1
RnR> F-5° AGCTATTAATGGTTCGTTTGT 3
R-5"AGGTGGCTCTATTTCTCTTGT 3 ENSMUSG00000064339.1
MNF1 F-5° GGTGGAAATACAGGGCTACAG 3
R-5° ACACTCAGGAAGCAGTTGG 3° NM 024200.4
OPAl F-5° ACGACAAAGGCATCCACC 3

R-5" GAGCAATCATTTCCAGCACAC 3 NM 001199177.1

2.4) FLOW CYTOMETRY

The mitochondrial morphology and lysosomal activity were performed through
staining cells with Mitotracker® Red (Invitrogen) and Lysotracker Red DND 99
(Invitrogen). Briefly, cells were cultured in 12-well plates, trypsinized and incubated for
30 min with Mitotracker® Red and Lysotracker Red DND 99.

All data was acquired with a FACS Calibur cytometry system (FACS Calibur, BD
Bioscience, Mountain View, CA, USA) and Cell Quest software (BD Bioscience,
Mountain View, CA, USA). Data obtained (10.000 events) was analyzed with FCS
Express 4 Software (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA).

2.5) ISOLATION OF MITOCHONDRIA

Cells were seeded in 6-well plates (15x10* cells/cm?). After 24 hours, cells were
scratched in PBS solution and centrifuged at 1250 x g for 3 min. Then, cells were
transferred to a pre-cooled glass Potter homogenizer with 200ul of lysis buffer (10mM
TRIS-HCL, 0,25M Sucrose, 20mM NaF, 1mM DTT, 5mM EDTA and protease
inhibitor). The cells were homogenized with 7 min strokes at medium speed. The resulting
homogenate was centrifuged for 5 min at 100x g, 4 °C. Then, the supernatant was
transferred to a new tube and centrifuged for 15 min at 10,000x g, 4 °C. After
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centrifugation, the supernatant was carefully transferred to a new tube and storage
(cytosolic fraction), while mitochondrial pellet was resuspended in 100 uL of lysis buffer
for cholesterol quantification.

2.6) CHOLESTEROL ASSAYS

Cholesterol mitochondrial and total cholesterol in all cells were measured with the

Amplex Red Cholesterol Assay Kit (Invitrogen) as described by the manufacturer.

2.7) MICROSCOPY ANALYSIS
2.7.1) Laser-scanning Confocal Microscopy

The mitochondrial morphology networking and lysosomal size was performed
through staining cells with Mitotracker® Red (Invitrogen) and Lysotracker Red DND 99
(Invitrogen), respectively. For all experiments, GRX, GRX®Pshcavl gng GRXECFP-Cavl
cells were cultured in appropriate glass bottom culture plates (CELLview Glass bottom
plates, GreinerBioone).

All images were collected using Olympus FV1000 laser-scanning confocal
microscope. Ten single confocal sections of 0.7 uM were taken parallel to the bottom
plates (Xy sections). For each sample, images of six fields were acquired and processed
with Olympus FluoView FV1000 software. All experiments were performed at least four

times for each sample (Meira Martins, Vieira et al. 2014).

2.7.2) Electron microscopy

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde plus 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
phosphate buffer (PB) at room temperature. Afterwards, they were washed in PB and
fixed in 1% osmium tetroxide, OsO4 (Sigma) in PB, pH 7.4 for 1 h at room temperature.
They were washed again with PB and then gradually dehydrated with acetone (Merck)
and soaked in epon resin. Polymerization was carried out for 48 h at 60 °C. Semi-thin
sections (1 um) were made in ultramicrotome (Leica EM UC7) and stained with 1%
toluidine blue. Ultrafine cuts were obtained in an ultramicrotome for the assembly of
copper grids (200 mesh). Samples were counterstained with 1% uranyl acetate (Merck)
and then with 1% lead citrate (Merck). Ultrastructural analyses was performed using TEM
at an 80-kV acceleration voltage (JEM 1200 EXII, Japan) (llha, Moraes et al. 2019). The

mitochondria area (Ma) was quantified at least fifteen images with 1um and 30k
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magnification correspondent to randomly selected fields of GRX, GRX®FPshCavl anq

GRXECFP-Cavl sing the ImageJ software.

2.7.3) Immunogold

Samples were fixed in 4% paraformaldehyde plus 0.2% glutaraldehyde in 0.1 M
phosphate buffer (PB) at room temperature. Afterwards, they were dehydrated with
ethanol and embedded in resin LR White. Polymerization was carried out for 48 h at 50
°C. Ultra-fine sections (70nm) were made in an ultramicrotome and for the assembly of
nickel grids (200 mesh). Samples were counterstained with 2% uranyl acetate (Merck)
and then with 1% lead citrate (Merck). Then, samples were incubated with primary
antibody Cav-1, sc53564 (2:500) in block solution for 2 hours, washed and incubated
with secondary antibody conjugated to gold particle Anti-Mouse 1gG (whole molecule)
Gold antibody (G7652-4ml) 9nm, (2:50) for 2 hours. Cav-1 labeling were observed using
TEM at an 80-kV acceleration voltage (JEM 1200 EXII, Japan).

2.8) HIGH-RESOLUTION RESPIROMETRY

Cellular oxygen consumption was measured through high-resolution respirometry
in the OROBOROS Oxygraph-2k in standard configuration, with 2 ml final volume on
both chambers, at 37°C, and 750 rpm stirrer speed. For all experiments was 0.8 million
cells were used per chamber and the data was acquired in pmol of 02 per second per
number of cells. The software DatLab 4 (Oroboros Instruments®, Innsbruck, Austria)
was used for data acquisition. The protocol used consisted application of oligomycin
(Sigma®, Brazil), followed by several steps of carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP) (Sigma®, Brazil) and the application of rotenone (Sigma®,
Brazil) with antimycin A (Sigma®, Brazil) at the end of the run (Pesta and Gnaiger,
2012).

2.9) STATISTICAL ANALYSIS

Data were obtained at least from three independent experiments and submitted to one-
or two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. Statistical significance was
accepted at p<0.05. Data are expressed as means + standard deviations. All analyses and
graphics were performed using the statistical software GraphPad Prism 6 for Windows
(GraphPad Software Inc., version 6, Sa Diego, USA).
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3) RESULTS
3.1 Caveolin-1 alters Mitochondrial Respiration

Cav-1 knockdown in GRX cell line was confirm throughout
immunocytochemistry, GFP expression and real-time PCR and showed a decreased of
74% in mRNA Cav-1 expression when compared with GRX (Sup figure 1A-C). High-
resolution respirometry (HRR) (OROBOROS) data indicate that Cav-1 expression affects
mitochondrial respiration of HSC. Basal respiration, ATP-linked, maximum capacity,
reserve capacity, and extramitochondrial respiration were increased by the expression of
Cav1 (Fig.1). Proton-leak was not affected by expression or silencing of Cav1l, indicating
that mitochondrial membrane and function are preserved regardless the Cav-1 exogenous
expression or knockdown. Interestingly, ATP-linked respiration was increased in
GRXECFPpCineo | GRXECFP-Cavl gnd GRXCEFPSCaL These results confirm the importance of
Cav-1 in regulating mitochondrial ATP production without causing mitochondrial

membrane rupture or dysfunction.

3.2 Expression of Caveolin-1 increases Mitochondrial Cholesterol, Lysosome activity

and Size.

Notably, the role of Cav-1 in mitochondrial function is governed by homeostasis
of cholesterol transport (Fridolfsson, Roth et al. 2014). As expected, high expression of
Cavl increased mitochondrial cholesterol (Figure 2A), while not affecting the total
cholesterol of the cell (Figure 2B). Furthermore, because mitochondrial cholesterol was
increased, we examined whether Cav-1 expression affects mitochondrial function by
evaluating Mitotracker® Red. Our results in figure 2C confirm that neither the exogenous
expression of Cav-1 nor knockdown of Cav-1 did not alters the mitochondrial function,

corroborating with proton-leak of the OROBOROS respiration.

Additionally, the ER is the largest intracellular organelle and contains the majority
of cellular lipids, and there is growing evidence that the lysosome-ER contact sites
function in cholesterol homeostasis (Annunziata, Sano et al. 2018). Thought Lysotracker
Red DND 99 measurement we showed an increase of lysosome content and size when
Cav-1 is upregulated (Figure 2D). In all cell lines the positioning of the endo-lysosomal
system is predominately the perinuclear cloud (Figure 2E). Together, these data indicate

that increase of Cav-1 in GRXECFP-Cal model enhanced mitochondrial cholesterol,
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lysosomes activity and size but not modifies total cellular cholesterol content neither

mitochondrial function.
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Figure 1: The exogenous expression and knockdown of Cav-1 modulated oxidative metabolism in hepatic
stellate cells. A) GRX, (EGFP control) GRXECFPRCineo | GRXEGFP-Cavl gnd GRXGFPshCavt cel|s were cultivated
and high-resolution respirometry (HRR) was performed (OROBOROS®) establishing respiratory patterns.
A) High-resolution respirometry curve of cell lines, Basal respiration, Proton-Leak, ATP-linked, Maximum
capacity, Reserve capacity and Extramitochondrial respiration of cell lines. All data are expressed as
relative mean = SD. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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Figure 2: Expression of Caveolin-1 increases Mitochondrial Cholesterol, Lysosome Size but not Differs in
Mitochondrial Function. A-B) Isolation of mitochondria was performed as described in Material and
Methods. Quantification of mitochondrial and total cholesterol was performed by Amplex Red. C-D)
MitoTracker® Red and LysoTracker Red analysis was performed by flow cytometry. E) Representative
images of lysosomal size after staining with LysoTracker Red by confocal microscope. The images were
artificially colored in red hot by ImageJ. White arrows in GRXEGFP-Ca1 showing an increase size of
lysosome. Scale bar 10um. *p< 0.05;

3.3 Cav-1 changes Mitochondrial Network Morphology

To examine if there are changes in mitochondrial network morphology cells were
labeling with MitoTracker® Red and analyzed by confocal microscopy in live cells
(Figure 3A). GRXCFPhCal demonstrated thin mitochondrial tubules extending to
peripheral zone of the cells whereas GRXECFP-Cav1 cells showed larger and rounder
mitochondria that form spherical network in peripheral zone of the cells when compared
to GRX, which has a punctual mitochondrial network (Figure 3A).
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These observations prompted us to study if the expression of some mitochondrial
genes (Table 1) was affected by exogenous expression or knockdown of Cav-1. Based on
the final ranking of geNorm, we found RnR2 (M=0.563) and MNF1 (M=0.563) as the
most stable genes; thus, they were used as reference in PCR-based experiments.
Exogenous expression of Cav-1 led to a decrease in the DRP1 expression while the OPA1
and MNF1 expression did not change (Figure 3B). Dynamin-related protein 1 (DRP1),
on the mitochondrial surface, causes constriction of the mitochondria and eventual
division of the organelle into two separate entities. On the other hand, Optic atrophy
protein 1 (OPAL) and Mitofusin 1 (MNF1) cause mitochondrial fusion (Annunziata, Sano
et al. 2018). These data support the notion that Cav-1 interferes in mitochondrial
dynamics since it produced an imbalance between the fission/fusion protein expression.
RNA ribosomal 2 (RnR2) is a mtDNA gene (Li, Pan et al. 2018). Since we found no
expression difference in this gene, we conclude that Cav-1 did not interfere in cellular

mitochondria quantity (Figure 3B).

3.4 Ultrastructural analysis of Mitochondrial Morphology and ER-mitochondria
Contacts (MAM)

By TEM analysis we demonstrated that, knockdown of Cav-1 changes
ultrastructure of cell, enhancing lipid droplets and Golgi complex content organelles,
suggesting a shift to a more quiescent phenotype (Supplementary figure 1C). It’s already
known that Cav-1 is also distributed in the mitochondrial inner and outer membranes as
well as in MAM and ER (Supplementary figure 2A) In these regions, Cav-1 regulates
lipid metabolism including fatty acid PB-oxidation, ketogenesis and mitochondrial
respiration (Fernandez-Rojo and Ramm 2016). In some studies, cholesterol enters
mitochondria through specialized extensions of the ER, rich in Cav-1, named
mitochondrial-associated membranes (MAM) (Bosch, Mari et al. 2011; Fridolfsson, Roth
et al. 2014). Because we viewed changes in respiration, morphology and enhanced of
mitochondrial cholesterol, we analyzed cellular ultrastructure by TEM. Among the
observed differences between cells, the most impressive fact was the presence of
mitochondrial with rounded shape, dilated morphology and well-defined but irregular

ridges (M*) without membrane rupture in GRXECFP-Cavl cgl|s,
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Figure 3: Cav-1 changes Mitochondrial Network Morphology. A) Representative images of mitochondrial
network after staining with MitoTracker® Red by confocal microscope. The images were artificially
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Another notable difference between GRXECFP-C& gnd GRXCFPSNCaVL \was the
physical ER-mitochondria (MAM) interaction. In previous work (llha, Moraes et al.
2019), we demonstrated by TEM that GRXECFP-Ca1 had ER-stressed (ER*), which is a
feature of HSC activation. In GRXECFP-Ca1 physical ER-mitochondria interaction are
reduced suggesting an ER-mitochondrial miscommunication, whereas in GRXGFPshcavi
the physical ER-mitochondria interaction was favored. These data suggest that both
exogenous expression and knockdown of Cav-1 changes physical ER-mitochondrial
interaction in order to increased oxidative capacities. The measurement of the
mitochondrial area confirmed the significant increase in size of this organelle in GRXEF™
€l and decreased in GRXCFPSNCL cells, showing that expression of Cav-1 interfere in
mitochondria size and shape (Figure 4B).

4) DISCUSSION

In previous works, our group showed for the first time that the exogenous
expression of Cav-1 (GRXECFP-Ca¥1) induced the majority of GRX cells into an activated-
like HSC state (llha, Moraes et al. 2019). To further continue studies regarding the
interaction of Cav-1 in liver diseases, we established the knockdown of Cav-1 in GRX
cells, creating a GRXS™P"Ca1 el line, in order to have one more strategy and better
comprehension of HSC activation state cellular biology, substantially contributing to
novel therapeutic designs for liver fibrosis studies. Thought immunocytochemistry and
RT-PCR we showed that the knockdown was successful with a decrease in + 74% Cav-1
expression (Supplementary figure 2). Cav-1 has an important role in regulating signaling
events that influence cell homeostasis (Parton and del Pozo 2013). We also used TEM
images to characterize this cell line and we found some differences when comparing it to
GRX. Indeed, the knockdown of Cav-1 seemed to drastically affect the cells since
significant morphological changes were found in the cell’s cytoplasm. Enhanced quantity
of lipid droplets and Golgi complex content, besides decreased mitochondrial area, was
presented, indicating a strong interaction of Cav-1 with lipid transportation, metabolic
regulation and signal transduction. An additional function of Cav-1 in the Golgi complex

is to regulate protein glycosylation (Fridolfsson, Roth et al. 2014).

Our results in high-resolution respirometry suggested that both exogenous
expression and knockdown of Cav-1 enhanced oxidative metabolism and did not cause

damage to the mitochondrial function, accordingly to the Mitotracker® Red assay.
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Indeed, increased basal respiration in GRXECFP-Ca1 may be indicative of improved of
energy machinery, respiratory chain and electron transference efficiency. Some studies
suggest that the role of Cav-1 in cholesterol transport and homeostasis affects
mitochondrial function (Fridolfsson, Roth et al. 2014). Indeed, exogenous expression of
Cav-1 enhanced mitochondrial cholesterol content, mitochondrial area, led to
miscommunication of ER-mitochondria interactions, ER stress and alterations on
lysosome activity and size. The mitochondrion is a cholesterol-poor organelle and that
cholesterol enters the mitochondria through special extensions of ER, MAM, which are
enriched in Cav-1. This protein regulates levels of mitochondrial cholesterol by
promoting cholesterol efflux from the ER through MAM (Fridolfsson, Roth et al. 2014).
MAMs are now considered as a structural platform for optimal bioenergetics response
allowing cellular adaptations to environmental changes. The transfer of lipids, ROS and
Ca?* from ER to mitochondria is crucial for the control of interorganelle communication,
mitochondrial energy metabolism, impacting Krebs cycle and ATP synthesis. MAMs are
at the crossroads of several important hormonal and nutrient-regulated signaling
pathways (Rieusset 2018). Conversely, in previous results we demonstrated that
exogenous expression of Cav-1 induces ER-stress and HSC activation (Ilha, Moraes et
al. 2019), and now we have demonstrated that through TEM analysis that the ER-stress
participates in ER-mitochondria miscommunication associated with liver diseases.
Another interesting result of our group is an enhanced of lysosomal activity and size in
GRXECFP-Cavl\when compared to the rest of the cell panel. Considering the widespread ER
network within cells, the membranes of ER cisternae can engage in multiple contact sites
with other organellar membranes, including lysosomes, named ER-lysosomes contact
(Annunziata, Sano et al. 2018). Lysosomes are a source of lipoprotein-derived cholesterol
and Cav-1 moves to and from the cytoplasmic surface of lysosomes during intracellular
cholesterol trafficking, accumulating Cav-1 in lysosomal membranes when cholesterol
homeostasis is perturbed (Fridolfsson, Roth et al. 2014).
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We also show that both exogenous expression and knockdown of Cav-1 in GRX
cells changed the mitochondrial network, ER-mitochondria dynamics and
communication. The ER and mitochondria are both enriched in Cav-1 and mutually
determine their respective shapes in a highly dynamic manner. ER forms a continuum
with the nuclear envelope to generate a network of interconnected cisternae, which can
vary from perinuclear sheets to peripheral tubules, in a dependent manner such as
microtubules and actin cytoskeleton (Lopez-Crisosto, Pennanen et al. 2017). Beyond
mitochondria bioenergetics, other aspects of mitochondria function are controlled by ER-
mitochondria interactions, including Ca?* flux and mitochondrial dynamics (Rieusset
2018). Mitochondrial architecture is constantly being modified by highly dynamic
processes, involving organelle movement, mitophagy, and fusion-fission events (Lopez-
Crisosto, Pennanen et al. 2017). Indeed, in our previous work, we demonstrated that in
GRXECFP-Cavl changed actin cytoskeleton architecture, which directly affects organelles
motilities and now even cellular respiration (Ilha, Moraes et al. 2019). Also, ours results
showed that exogenous expression of Cav-1 decreased DRP1 mRNA expression and did
not alter OPA1 and RnR2 expression. Dynamin 1-like protein (DRP1), an important
regulator of mitochondrial fission, also enriched in MAM, is a cytosolic GTPase that is
recruited to mitochondria to form a constriction ring that drives the fragmentation
process. GTPases such as mitofusin 1 (MNF1) and 2 (MNF2) and optic atrophy protein
1 (OPAL) control the opposite process, mitochondrial fusion. Therefore, sites of ER-
mitochondria contact are critically implicated in mitochondrial life cycle and are
maintained by mitofusins (MNF), which form a dimeric bridge that tethers both
organelles (Lopez-Crisosto, Pennanen et al. 2017). Mitochondrial dynamics also controls
organelle content. In a recent study, Drpl-knockout cardiomyocytes have elongated
mitochondria and are more prone to undergo mitophagy than wild type cells, suggesting
that a normal fusion-fission cycle is essential for the maintenance of the mitochondrial
content (Song, Gong et al. 2015). Another work showed that Cav-1-PKA-DRP1 axis as a
key regulator of organelle communication during ER stress in HeLa cells (Bravo-Sagua,
Parra et al. 2019). Indeed, Leonard et al was proposed a new classification of
mitochondrial morphology: puncta, rod, network and large and round (Leonard, Cameron
et al. 2015). Through these parameters we classify ours results and we confirm that both
exogenous expression and knockdown of Cav-1 in GRX cells changed the mitochondrial
network. Mitochondrial network in GRX cells appears to be more punctual. However, in

GRXCFPshCav jt appears more rod shaped and a network, whereas in GRXECFP-Cavl jt

74



appears larger and rounder. Another interest result is the enhanced of ATP linked and
basal respiration in GRXECFP-Ca1 in accordance with changing of mitochondrial network
morphology, as the mitochondrial potential may dissipate through the network.These
results are in accordance with the TEM analysis where the same changes in mitochondrial

morphology were observed.

In conclusion, we provided evidence by immunogold labeling that Cav-1 is
present in mitochondria, ER and MAM in the hepatic stellate cell. We additionally
explore the role of Cav-1 in MAM morphology and ER-mitochondria dynamics. Also,
the link with ER stress, miscommunication of organelles, mitochondrial respiration, size,
network and cholesterol content are associated with liver disease. Altogether, the
interplay of Cav-1 in MAM, cell metabolism and function are a connection with new

possible targets of treatments for liver diseases.
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Supplementary figure 1: The Successful for transduction shRNA in order to silencing Cav-1 in GRX cell
line. A) Cells were immunolabelled for Caveolin-1 with monoclonal anti-(Cav-1) antibodies with Alexa
Fluor 555 secondary antibodies by confocal microscopy. The intensity of fluorescence (IF) was measured
using ImagelJ. The green GFP and decreasing of immunolabelled red Caveolin-1 confirm the success of
knockdown when compared with GRX. Values are means + SD from random fields as described in Material
and Methods. *p< 0.05; **p<0.01 and ***p<0.001. Scale bar 10um. C) Total mRNA of Caveolin-1 was
graphically presented. D) Ultrastructural analysis assessed by TEM: Nucleus (N), mitochondria (M), lipid
droplet (L), Golgi complex (G), primary endosome (E), rough endoplasmic reticulum (RER),
autophagolysosome (AL). Scale bars, 2um, 1um, and 0,2um.
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Supplementary figure 2

A G RxEGFP-Cav1

Supplementary figure 2: Transmission electron micrographs showing GRXECFP-Cavl cells, A) Immunogold
particles indicating caveolin-1 are found in nucleus (N), cytoplasmic, mitochondria (M) endoplasmic
reticulum (ER) and MAM. Black arrow in heterochromatin, white arrow in mitochondria, green arrow in
RE and pink arrow in MAM. Magnification 2,1 and 0,2pm.
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6. DIscussao
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Atualmente, as doencas cronicas do figado (DCF) tém um impacto altissimo nos
gastos com a saude publica, contribuindo significativamente com as grandes taxas de
mortalidade mundial (Fernandez-Rojo and Ramm 2016). Alarmantemente, as taxas
globais séo de 844 milhGes de pessoas com DCF, com uma letalidade de 2 milhdes de
mortes por ano em decorréncia a estas doencas (Marcellin and Kutala 2018). Estdo entre
elas: a esteatose hepética, hepatites virais, esteatose ndao alcodlica, cirrose e por fim o
cancer hepético. Assim, a fibrose hepética é uma caracteristica comum dessas doencgas e
ela se caracteriza pelo excesso de producéo de matriz extracelular (MEC), formando uma
cicatriz fibrosa, na qual o orgao fica enrijecido, perdendo suas propriedades saudaveis
(Pellicoro, Ramachandran et al. 2014). Além disso, o figado tem uma forma Unica de se
adaptar aos danos, regenerando-se a cada nova lesdo. Este desequilibrio na producéo de
MEC prejudica o fluxo sanguineo das veias e artérias, os sinuséides hepaticos (do inglés,
liver sinusoidal endotelial cells, LSECs) perdem suas fenestras, tornando o tecido menos
irrigado e com menor potencial de acdo para suas funcdes vitais, sendo estes eventos

perigosos e clinicamente relevantes (Elsharkawy, Oakley et al. 2005).

Devido a isto, as células estreladas hepaticas (HSCs) tém chamado muito a atengédo
dos pesquisadores por ela ser a principal orquestradora da producao desta MEC no figado.
Esta importante célula organiza e modula a producgdo decorrida das lesdes, equilibrando
tanto a producdo quanto a degradacdo desta MEC, através de uma sinalizacdo minuciosa
com outras células do figado e outros fatores pro e anti-inflamatérios. Lesdes cronicas e
agudas acabam prejudicando o 6rgéo e por sua vez ativam as HSCs que procuram secretar
a MEC para a regeneracao tecidual (Guyton and Hall, 2006). A ativacdo das HSCs é
devida a resposta a sinais liberados pelos hepatdcitos, macréfagos residentes no figado,
células natural killer (NK), LSECs, plaquetas e células B, como por exemplo TGF-g,
ROS e extravasamento de conteudos celulares (por apoptose e/ou necrose). Nessas
condicBes as HSCs transdiferenciam-se do fendtipo quiescente armazenador de vitamina
A, para o fenétipo de miofibroblasto. Algumas caracteristicas importantes desta ativacao
sdo: 0 aumento do numero de células no tecido, a perda de contractilidade, a fibrogénese,
a menor degradacdo da matriz alterada, a quimiotaxia e a sinalizacao inflamatoria no
microambiente onde ela esta inserida. Posto isto, alguns marcadores e sinalizadores das
HSCs no contexto da ativagdo e das doencas hepaticas, sdo: aumento do estresse de
reticulo endoplasmatico, perda das gotas de retindis, estimulo do colesterol, estresse

oxidativo, aumento da autofagia, aumento da expressdo de alguns receptores celulares,
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modificacdo de histonas e metilagdo do DNA. Alguns marcadores classicos também sao
encontrados na ativagdo destas células, tais como aSMA, Col-I, desmina e GFAP
(Tsuchida and Friedman 2017).

Desde a descoberta da familia das caveolinas em 1992, muito se tem descoberto sobre
estas importantes proteinas. Inicialmente se pensava que elas compunham somente as
caveolas, que sdo pequenas invaginacdes da membrana plasmatica, primeiramente
visualizadas em 1953 por George Palade por MET em epitélio sanguineo. Anos se
passaram e muitos pesquisadores esclareceram, que ndo somente sdo pertencentes as
caveolas e aos rafts lipidicos, como também constituem, uma indispensavel proteina
presentes em todas as organelas celulares. Varias evidéncias tém mostrado que elas tém
funcBes fora das caveolas, tais como reguladoras de atividades celulares, transportes de
lipideos, expressao génica e funcdo mitocondrial (Fridolfsson 2014). Como as caveolinas
sdo determinantes nas transducbes de sinais como plataformas de sinalizacdo e na
fisiologia celular, muitos estudos vém sendo feitos para descobrir as suas fun¢des em
doencas tais como, canceres, lipodistrofias, doencas neurodegenerativas, cardiacas,
fibroses de diversos 6rgdos e DCF. Em alguns trabalhos, vimos que a Cav-1 esta
superexpressa em doencas hepaticas, tais como cirrose e esteatose hepéatica. Nesta tese,
queremos demostrar a interagé@o e a influéncia da superexpresséo e do silenciamento da
Cav-1 nas HSCs, importantes células responsaveis pela producdo e homeostasia de MEC,

e assim futuramente, podendo ser um potencial alvo terapéutico.

No capitulo I, demonstramos que a superexpressao de Cav-1 nas células GRX causou
aumento da expressao de proteinas classicas marcadoras de ativagdo, como aSMA, Col-
I e GFAP, modulou citoesqueleto de actina e aumentou a quantidade de colesterol livre,
concluindo-se que a Cav-1 ativou ainda mais a linhagem GRXE®TP€&1 Do mesmo modo,
a superexpressao de Cav-1 aumentou a migracao celular, sendo outro fator importante
para ativacdo das HSCs. Ademais, com o padréo de migracdo do experimento do wound
healing vimos que a superexpressdo de Cav-1 modificou a adesdo celular. Apesar do
calculo de proliferacdo ndo ter dado diferenca significativa, a adesdo celular foi superior
nas células GRXECFP-Cav em comparagdo a GRX. Da mesma maneira, a expressao de
proteinas do complexo de adesdo como integrina B1 e paxilina, também tiveram maior
expressdo. Outra marcadora de ativagdo celular das HSCs, é a integrina B1 que se liga
com a Cav-1 e a paxilinaem um complexo de adeséo celular, corroborando assim também

com os resultados anteriores das expressoes de proteinas classicas de ativacdo. Com isso,
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0 aumento da endocitose, 0 aumento da presenca de lisossomos e de autofagossomos
indicam que a superexpressao de Cav-1 foi suficiente para ativagdo das HSCs, mostrando
que além de um 6timo modelo para estudos in vitro de doencas hepéticas, também

propomos que esta proteina pode ser um marcador molecular para a ativacdo das HSCs.

No capitulo 11, depois de mostrar que a linhagem GRXECFP-Ca¥1 node ser um modelo
de estudo para as doencas hepaticas, desenvolvemos as culturas de esferoides em um
microambiente em 3D. Hoje em dia, as culturas de esferoides tém chamado muito a
atencdo dos pesquisadores, pois elas podem mimetizar um microambiente com interacdo
em trés dimensbes, sendo mais fiéis aos modelos humanos, do que modelos de interacoes
e cultura 2D (Vinci, Gowan et al. 2012). Além disso, estudos com esferoides de
carcinoma hepatocelular e HSCs mostram que as HSCs ativadas transformam o seu
microambiente tumoral mais resistente através da superexpressio e liberagdo de VEGFa
e MMP-9 aos farmacos que poderiam deter a angiogénese do tumor. As proteinas
relacionadas com o microambiente tumoral e com a producdo de MEC desempenham
importantes papeis na estrutura e funcdo do figado saudavel e nas doencas hepaticas,
sendo o Col-I a principal delas. A composicao e estrutura de MEC anormais em tumores
solidos sdo os maiores obstaculos para a penetracdo de drogas antitumorais (Song, Kim
et al. 2016). A superexpressdo de Cav-1 nas células GRXECFPCa1 ‘modulou a afinidade
célula a célula, transformando os esferoides maiores em comparagdo a GRX. O aumento
da expressdo de proteinas como integrina f1, Col-I e aSMA, também corroboram com o
aumento da adeséo celular e da afinidade, pois elas participam do complexo de adeséo
junto com a Cav-1. A linhagem GRXECFP-C1 nor ser uma linhagem de HSCs ativadas
também poderiam ser alvos de estudos para reversdo do feno6tipo ou a entrada em
apoptose/necrose com farmacos e drogas contra as doencas hepaticas. Nos experimentos
de migracdo celular dos esferoides no plastico, vimos que a superexpressdo de Cav-1
aumentou a afinidade célula a célula e diminuiu a migracao de células provenientes dos
esferoides. Com isso, vimos atraves das analises de MET outra caracteristica interessante
da cultura dos esferoides, qual seja a modificacdo da interacdo célula a célula tanto na
parte da camada cortical quando na parte da regido medular dos esferoides. A parte interna
ou medular é caracterizada pela diminuicdo da concentracdo de oxigénio disponivel,
obtendo-se um ambiente de hipdxia. Consequentemente, as células apresentaram
secrecdo de MEC, células em necrose com extravasamento celular e em apoptose com

seus nucleos picnéticos e eletrondensos, diminuicdo do contato celular, elevacdo dos

83



processos de morte celular e por fim mimetizacdo de um ambiente tumoral. Ja na parte
cortical dos esferoides houve diferencas bem marcantes em relacdo as duas linhagens
celulares. A GRX mostrou uma camada de células intactas com os contatos celulares
ainda presentes, enquanto que a GRXECFP-CaI mostrou ja na borda células com aspecto
de apoptose/necrose, com a presenca de processos autofagicos, autolisossomos e muita
concentracdo de MEC. Pelas anélises de MEV, podemos visualizar esta producgdo e
concentracdo de MEC em ambas as linhagens. Assim, podemos concluir que a diminuicdo
da quantidade de células na migracdo sobre o pléastico na GRXECFPCa1 foi devido ao
aumento de vias de morte celular ja na parte cortical dos esferoides, corroborando assim
0s resultados de ativacéo/ reversédo por apoptose das HSCs. Outro resultado interessante
obtido com a imunocitoquimica e na imunomarcacdo com ouro coloidal de Cav-1 foi a
marcacdo proveniente no nucleo, mais especificamente na heterocromatina celular (parte
mais eletrondensa do nucleo). A presenca da Cav-1 no ndcleo é descrita como reguladora
génica de varias proteinas e receptores celulares. Os receptores PDGF e EGF aparecem
nas caveolas da membrana plasmatica sao translocados para o ndcleo por endocitose na
ativacdo celular. A VEGF estimula o crescimento celular e a migracdo pela sinalizacédo
de dois receptores tirosina quinase e a ativacdo de eNOS, no qual colocalizam com as
caveolinas nas caveolas. Quando ativadas, os receptores de VEGF, eNOS e Cav-1 séo
translocados para o nucleo para controlar a producédo de éxido nitrico e a ativagao génica.
Estes resultados corroboram com a ativacdo das HSCs e com a localizagdo de Cav-1 na
heterocromatina celular e da GFAP no citoplasma, modulando receptores e as respostas

da metilacdo do DNA que também regulam o ciclo celular (Fridolfsson, Roth et al. 2014).

No capitulo Ill desta tese, estabelecemos a linhagem silenciada para a Cav-1,
GRXCFPshCavl - ohtendo uma diminuicdo de 74% de expressdo do RNAm. Com isso,
tinhamos os trés panoramas de expressao, isto €, a linhagem controle GRX, a linhagem
silenciada GRXCFPNCav1 e 3 linhagem que superexpressa a Cav-1, GRXECFPC1 a1ém das
linhagens controle de silenciamento GRXC®FNT e de superexpressdo, GRXECFPPCineo - a
linhagem silenciada para a Cav-1, GRX®F"@1 'mostrou-se diferentemente das outras
células. Através das imagens de MET, observamos que o silenciamento da Cav-1
modificou a complexidade citoplasmatica, mostrando uma maior quantidade de gotas
lipidicas, complexo de Golgi e mitocondrias menores em comparagio a GRXECFP-Cavl g
GRX. A Cav-1 esta presente em todas as organelas celulares, tendo um importante papel

na regulacdo de eventos de sinalizacdo que influenciam a homeostase celular (Parton and
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dal Pozo 2013). Alem do mais, nossos resultados da influéncia da Cav-1 na respiracdo
celular mostraram que tanto a superexpressdo quanto o silenciamento da Cav-1 induzem
um aumento da respiracdo ligada ao ATP, sem modificar o proton leak e a marcagéo de
Mitotracker® Red, demostrando que a Cav-1 ndo s6 regula os mecanismos de respiracao
celular como mantém a integridade de membranas de mitocondria. Alguns autores
também sugerem que as caveolinas junto com outras proteinas como as TRIM72/MG53
sdo motores para o reparo de membranas celulares na adaptacéo de estresses, inclusive
em membranas das mitocondrias para preservar mecanismos celulares. A associacdo
fisica e transferéncia de caveolinas entre as caveolas e a mitocéndria € uma resposta a um
processo celular conservado que confere protecdo ao dano celular (Schilling and Patel
2016). Outros resultados interessantes da respirometria pela técnica do OROBOROS
demonstraram que a superexpressdo de Cav-1 aumentou significativamente a respiracdo
basal, a capacidade de reserva, a capacidade respiratdéria e a respiracdo extra-
mitocondrial, mostrando que o aumento da expressao de Cav-1 interfere nos processos
vitais e fisiolégicos das HSCs ativadas aumentando a eficiéncia da transferéncia de
elétrons e da maquinaria energética, o que poderia ser um indicativo da formacdo de
supercomplexos da cadeia respiratoria, sem aumentar o0 vazamento de protons, e sem
causar danos nas mitocondrias. As caveolinas dentro das mitocondrias influenciam
componentes da cadeia transportadora de elétrons e alteram as membranas mitocondriais,
interferindo na permeabilidade de poros e coordenando a apoptose (Fridolfsson, Roth et
al. 2014). Concomitante com o aumento da respiracdo ligada a ATP nas células que
superexpressam a Cav-1, também ha aumento significativo de colesterol mitocondrial,
tamanho das mitocondrias e estresse de RE. A mitocondria demanda colesterol para a sua
biogénese e para a manutencdo de membrana. A transferéncia de colesterol para a
membrana de mitocdndrias se da pela Cav-1 atraves das MAMSs, sendo uma das principais
orquestradoras da eficiéncia da producdo de ATP pelo ciclo de Krebs, junto com a
liberagdo de Ca?* (Lopez-Crisosto, Pennanen et al. 2017). O aumento de colesterol
mitocondrial é associado com a diminuicdo de niveis de antioxidantes e uma mudanca na
fosforilagdo oxidativa, no que sdo relacionadas com varias condicGes fisiopatoldgicas
(Martin, Kennedy et al. 2016). O RE é o primeiro sitio de sintese de proteinas
transmembranas, de rotas de secrecdo, lipideos e sintese de colesterol. As proteinas
sintetizadas pelos ribossomos ancoram na superficie do RE para o controle de qualidade.
Em um estudo realizado por Sala-Villa et al, o grupo mostrou que a disfungcéo das MAMs

esta relacionada com as doencas do figado como hepatoesteatose, hepatites virais e cancer
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hepatico, devido a sua exagerada sinalizacdo de inflamacdo e proteostase (Sala Villa et
al, 2016). Nosso grupo mostrou que a superexpressdo de Cav-1 aumentou a presenca de
estresse de RE, autofagossomos e autofagolisossomos, elevando seu metabolismo para a
ativacdo da HSC (llha, Moraes et al. 2019). Igualmente, as caveolinas e os rafts lipidicos
contidos no RE tém demostrado um papel crucial na formacao de autofagossomos através
do recrutamento de reguladores autofagicos (Lopez-Crisosto, Pennanen et al. 2017). O
RE faz comunicagdo com outras organelas como também os lisossomos, chamados de
contatos entre RE e lisossomos. O aumento do tamanho dos lisossomos nas células que
superexpressam a Cav-1 esta em acordo com a ativacdo das HSCs e o aumento de
colesterol mitocondrial, ja que os processos de transferéncia de lipidios também se déao
nestes contatos (Cabukusta and Neefjes 2018).

Curiosamente, conseguimos mostrar que tanto a superexpressdo quanto o
silenciamento de Cav-1 mudaram a dindmica da rede mitocondrial e a comunicacao dos
contatos entre RE e as mitocondrias em comparacdo com a GRX. As mitocondrias séo
importantes organelas enérgicas que alteram a sua organizacdo em resposta a diferentes
estimulos sendo reguladoras centrais em varios processos bioldgicos, tais como
bioenergética e apoptose celular, nos quais a rede e a morfologia mitocondrial s&o
participantes nestes eventos celulares (Nagdas and Kashatus 2017). Estas organelas sao
formadas pela membrana interna (do inglés, inner mitochondrial membrane, IMM), pelo
espaco entre membranas, pela membrana externa (do inglés, outer mitochondrial
membrane OMM) e pela matrix. As redes mitocondriais existem em distintas morfologias
que variam desde, altamente interconectadas, redes alongadas a altamente fragmentadas
e pontuais. Em condicBes homeostaticas, a rede mitocondrial é constantemente
balanceada com as ocorréncias de fissao e fusdo, e o equilibrio destas atividades resultam
na mistura de uma rede heterogénea (Nagdas and Kashatus 2017). Em nossos resultados
vimos que a superexpressdo de Cav-1 mudou a morfologia das mitocondrias e da rede
mitocondrial de pontual, nas GRX, para uma rede com mitocéndrias mais arredondadas,
com didmetro maior nas GRXECC&1 o que pode ser um indicativo de uma rede mais
fragmentada, facilitando assim o transporte pelo citoesqueleto de actina de mitocéndrias
para areas onde a demanda energética € maior. Por outro lado, vimos que o silenciamento
da Cav-1 também mudou a morfologia das mitocéndrias e das redes mitocondriais,
passando de pontual, GRX, para uma rede mais tubular e alongada na GRX®FPshcavi

aumentando também a respiracao ligada a ATP. Ademais, a superexpressdo de Cav-1
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diminuiu a DRP1 (do inglés, dynamin-related protein 1) uma importante GTPase que
medeia os processos de fissdo, formando um anel constritor ao redor da mitocondria. Sem
alterar outras proteinas como a MNF1 (do inglés, mitofusin 1), OPA1 (do inglés, optic
atrophy 1) e RnR: (do inglés, RNA ribosomal 2), a diminui¢do da DRP1 é um indicativo
que diminuiram os processos de fissdo, enquanto que o0s processos de fusdo se
mantiveram constantes. Isto podera explicar também a morfologia das mitocondrias
serem maiores e mais arredondadas, vistas tanto na marcagédo da rede mitocondrial pelo
Mitotracker® Red como na MET.

Da mesma forma, atraves da MET vimos também os contatos das mitocéndrias com
0 RE, chamados de MAMs. Estes importantes contatos, ricos em Cav-1, além de fazer a
biossintese de fosfolipidios e a transferéncia do Ca?* do RE para a mitocondria, também
participam dos processos de fissdo e fusdo das mitocondrias, ja que os tubulos do RE
circulam a mitocondria juntos com o citoesqueleto de actina e a DRP1, auxiliando os
processos de fissdo (Mishra and Chan 2014). Com a superexpressao de Cav-1 vimos que
0 aumento de estresse de RE esta intimamente ligado com a ativacdo das HSCs, podendo
estar interferindo nos processos de fissdo, ja que a diminuicdo da expressdo de DRP1
junto com os maiores e mais espacgados tubulos dos RE, dificultariam a excisdo das
mitocdndrias. Por outro lado, o silenciamento da Cav-1 ndo mudou 0s niveis de expressao
DRP1 e os contatos do RE com a mitocéndria parecem mais aproximados. Junto com 0s
resultados de diminui¢do do tamanho das mitocondrias, parece que os RE junto com as
MAMs estdo auxiliando na excisdo das mitocondrias para permaneceram entidades

menaores.

O envolvimento da Cav-1 nas rotas energéticas e metabdlicas, no transporte de
colesterol e nas sinalizagdes com outras importantes proteinas, sinaliza a possibilidade de
que a Cav-1 seja um marcador molecular para a ativacdo das HSCs, possiveis alvos
terapéuticos e para estudos das doencas cronicas do figado. A fim de sanar duvidas e
contribuir para 0s avangos da pesquisa basica mundial, testes e estudos com o modelo in
vitro da GRXECFP-C1 noderdo trazer mais respostas para muitas das perguntas que ainda

se encontram na literatura cientifica.
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/. Conclusoes
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Esta tese apresentou os resultados obtidos no estudo da fisiologia da Cav-1 na
linhagem GRX, como importante ferramenta de estudo para as doengas cronicas
hepéticas. Como importantes contribuicdes para o tema de pesquisa desenvolvido nesta

tese destacam-se:

- O estabelecimento de uma linhagem estavel que superexpressa a Cav-1 a GRXECF-
Cal sendo um novo modelo in vitro de HSCs ativadas para futuros estudos de doencas

crénicas hepaticas.

-Atraves dos resultados de ativagdo das HSCs estamos propondo que a Cav-1 seja um

marcador molecular para ativacdo das HSCs.

- O desenvolvimento da cultura de esferoides nos trouxe outro panorama de estudo
para a interagdo com o microambiente em 3D e as proteinas de MEC, podendo ser
também modelo para estudos de doencas cronicas, junto com a influéncia de outras

drogas, farmacos ou culturas celulares.

- O estabelecimento da linhagem estavel silenciada para a Cav-1, GRXCFPhCa-1 narg

comparar e estudar as trés fisiologias de interacdo com a Cav-1

- A superexpressdo e o silenciamento da Cav-1 aumentaram a respiragdo celular
ligada ao ATP, sem danificar a mitocéndria ou causar ruptura de membrana. Além do
mais, a superexpressdo de Cav-1 aumentou todos os parametros de respiracdo, 0

colesterol mitocondrial e a atividade lisossomal.

- A superexpressdo e o silenciamento de Cav-1 modificou a morfologia e a rede
mitocondrial, mostrando uma estreita relacdo da respiracdo celular com a morfologia

mitocondrial.

- A superexpressao e o silenciamento da Cav-1 transformou a morfologia das MAMs

e 0 espacamento entre a mitocondria e o RE.
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8. Perspectivas



Para a continuacdo deste trabalho mais estudos precisam ser realizados para a
compreensdo do papel da Cav-1 na fisiologia nas células estreladas hepéticas (HSC) e nas
doencas crénicas do figado. Como perspectivas futuras e tendo como base os resultados
obtidos até agora no trabalho de caracterizagdo das linhagens GRXFCFP-Cavl ¢
GRXCFPshCavl ‘nratendemos determinar como a superexpresséo e o silenciamento da Cav-
1 interferem no estado de ativacdo, inducdo de apoptose e modelos para testes de drogas

com o desenvolvimento da cultura de esferoides e microambinete 3D.

- Avaliar a influéncia do silenciamento de Cav-1 sobre os marcadores classicos de
ativacdo das células GRXCFPSCVL tais como Col-I, aSMA, desmina e GFAP.

- Avaliar a influéncia do silenciamento e da superexpressdo de Cav-1 sobre a inducéo

de apoptose por marcadores como ATG7, LC3I, LC3II e entre outros.

-Avaliar a influéncia do silenciamento e da superexpressdo de Cav-1 no
desenvolvimento de culturas de esferoides com aplicacdo de farmacos e/ou agentes
estressores que podem induzir morte por apoptose/necrose e citotoxidade celular, usando
estes modelos celulares de interagcdo 3D para pesquisa de drogas tanto para reversao de

fenotipos, quanto para morte de células ativadas.

- Avaliar a influéncia da superexpressdao e o silenciamento de Cav-1 na rede

mitocondrial, proteinas mitocondriais e concentragdo de Cav-1 e colesterol nas MAMs.
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