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RESUMO

As células estreladas hepaticas (HSC), também denominadas lipocitos ou células
armazenadoras de gordura sdo distribuidas através de diferentes zonas do Iébulo hepético.
Um das suas suas caracteristicas ¢ a capacidade de expressar um duplo fenétipo. No figado
sadio, as células mostram um fendtipo denominado quiescente ou lipocitico, € no figado
lesado as células passam para um fendtipo conhecido como “ativado”, diferenciando-se em

células miofibroblasticas.

As HSC ativadas constituem um elemento chave no contexto da cirrose, termo
genérico usado para referir-se a doenga hepatica, em que a arquitetura de todo o figado estd
desorganizada em conseqiiéncia da formagdo de cicatrizes fibrosas em resposta a lesdo e

perda dos hepatécitos.

A linhagem GRX foi estabelecida através de indug@o de granulomas fibréticos em
figado de camundongo através de uma infecg@o experimental com Schistossoma mansoni.
Quando cresce em condigdes de cultura padrio, a GRX pode ser induzida a adquirir um

fenotipo lipocitico pelo tratamento com retinol ou indometacina.

Neste trabalho estudou-se a atividade de ecto-nucleotidases através da degradagdo
dos nucleotideos ATP, ADP e AMP nos dois fendtipos estabelecidos na linhagem GRX,
lipocitos e miofibroblastos. Verificando-se também a influéncia de agentes indutores como

retinol e indometacina na atividade destas enzimas.

A hidrélise extracelular de ATP e ADP foi semelhante nos dois fenétipos, mas a
produgdo extracelular de adenosina foi significantemente maior nos lipdcitos, independente

do agente indutor da transformagdo fenotipica.



1. INTRODUCAO.

1.1. Células estreladas hepaticas.

As células estreladas hepéticas (HSC), também denominadas lip6citos
ou células armazenadoras de gordura (BRAESCO et al., 1995) sdo distribuidas
quase homogeneamente através de diferentes zonas do lobulo hepatico e estdo
localizadas no espago de Disse em contato com hepatécitos e células
endoteliais (CARLONI et al., 1996). Morfologicamente elas consistem em um
corpo celular e varios processos dendriticos (BLOMHOFF e WAKE, 1991). A
ultraestrutura das HSC mostra um complexo de Golgi e um reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvidos, sugerindo uma atividade de
sintese protéica e secregdo, enquanto ha poucos lisossomas e mitocondrias
(NANNI et al., 1997).

Uma das caracteristicas das HSC ¢ a sua capacidade de expressar um
duplo fenétipo. No figado sadio, as células mostram um fenétipo denominado
quiescente ou lipocitico que contém gotas lipidicas ricas em vitamina A,
organelas pouco desenvolvidas e uma baixa taxa de proliferagdo. No figado
lesado as células passam para um fenétipo conhecido como "ativado",
diferenciando-se em células miofibroblasticas, com alta capacidade de
proliferagdo, perda das gotas de gordura que contém vitamina A ¢
desenvolvimento de um proeminente reticulo endoplasmatico rugoso,
microtibulos extensos e feixes de filamentos de actina com condensagdes
locais (HAUTEKEETE e GEERTS, 1997).



O armazenamento e metabolismo da vitamina A (retinol) € realizado
principalmente pelo figado (PINZANI e GENTILINI, 1999). Em torno de 50 a
80 % do retinol total do organismo em circunsténcias normais ¢ estocado no
figado, sendo que dois diferentes tipos celulares hepaticos sdo importante
nesse armazenamento: os hepatocitos e as HSC (BLANER e OLSON, 1994).
Estudos demonstraram que o retinol que chega aos hepatdcitos ¢ transferido
para as HSC. As HSC s#o as armazenadoras de 80 a 90 % do retinol hepatico
(BLOMHOFF e WAKE, 1991).

Figura 1.: Equilibrio entre os fenétipos nas Células Estreladas Hepéticas (HSC): (a)
fendtipo lipocitico, (L) gotas lipidicas no citoplasma; (b) fenétipo miofibroblastoide.
Fortuna (2002).

1.7.Cirrose hepatica.

A cirrose ¢ um termo genérico usado para referir-se a doenga hepatica
de etiologia variada, em que a arquitetura de todo o figado esta desorganizada
em conseqiiéncia da formagdo de cicatrizes fibrosas em resposta a lesdo e
perda dos hepatdcitos (ROBBINS et al., 1994). A base molecular da fibrose

hepatica passou a ser melhor entendida a partir da caracterizagdo e isolamento



dos diferentes tipos de células hepaticas e dos recentes estudos sobre a
biologia da matriz extracelular e das citocinas. As HSC ativadas tém sido
claramente identificadas como a fonte primaria dos componentes de matriz na
progressdo da fibrose hepatica, por sua distribuigdo topografica e suas
caracteristicas biologicas, ndo ha davida de que estas células constituem um

elemento chave no contexto da cirrose (FRIEDMAN, 1999).

1.2. Linhagem celular GRX.

A linhagem celular GRX foi estabelecida através de indu¢do de
granulomas fibréticos em figado de camundongo através de uma infecg¢do
experimental com Schistossoma mansoni (BOROJEVIC, et al. 1985). Esta
linhagem celular tem uma morfologia miofibroblastica e secreta in vitro uma
complexa matriz extracelular. Ela apresenta caracteristicas morfologicas e

bioquimicas de culturas primarias de células do tecido conectivo hepatico
humano (MONTEIRO e BOROJEVIC, 1987a).

Quando cresce em condigdes de cultura padrdo, a GRX pode ser
induzida a adquirir um fenétipo lipocitico pelo tratamento com retinol, similar
a indugdo in vivo das HSC para o fendtipo da hipervitaminose A, diminuindo a
proliferagdo na populagdo celular. Na presenga de retindides, a GRX adquire
um corpo poligonal mais regular e se espraia no substrato, aumentando sua
aderéncia a este, pois aumenta sua resisténcia ao desprendimento durante a
tripsinizagdo das células (BOROJEVIC et al, 1991). Apdés 24 horas de
tratamento, pequenos pontos pretos podem ser observados na area perinuclear,
crescendo entdo para vactolos esféricos e refringentes, ocupando a maior
parte do volume celular, mas nunca se ﬁlsionandb em um unico vacuolo
central (MARGIS e BOROJEVIC, 1989).



Além da indugdio com retinol, a indometacina, conhecido indutor da
diferenciagdo adipocitica, também € capaz de desencadear nas células GRX a
diferencia¢do lipocitica (GUARAGNA et al, 1991). O tratamento com
indometacina induz a mudanga fenotipica por mecanismos ainda ndo

esclarecidos.

As drogas que induzem o fendtipo lipocitico nas células GRX, retinol e
indometacina, diminuem a proliferagdo e a densidade celular na confluéncia.
O padrdo de sintese de proteinas de matriz extracelular também ¢ modificado

ao longo da indugdo lipocitica (BOROJEVIC et al, 1991).

Figura 2: Linhagem Celular GRX, A: fen6tipo miofibrosblastoide; B: fenétipo lipocitico.

1.3. Trifosfato de Adenosina (ATP).

Trifosfato de adenosina ou ATP é um composto altamente energético
que desempenha um papel essencial em transferir energia de processos
catabolicos geradores de energia para reagdes que requerem a presenga da

mesma.



O papel central do ATP nas trocas de energia em sistema biol6gicos foi

descrito em 1941, por Fritz Lippmann e Herman Kalckar.

O ATP é um nucleotideo constituido por uma molécula de adenina, uma
ribose e trés grupos fosfato. A porgdo (rifosfato do ATP explica o seu papel
como portador de energia. O ATP ¢ uma molécula rica em energia porque a
sua unidade trifosfato contém duas ligagdes fosfoanidrido. Quando o ATP é
hidrolizado a adenosina difosfato (ADP) em ortofosfato (Pi), ou quando o
ATP ¢ hidrolizado a adenosina monofosfato (AMP) e pirofosfato (PPi), uma
quantidade de energia ¢ liberada, de tal_ordem que permite classificar o ATP

como molécula "rica em energia".

O ATP pode ser liberado no espago extracelular e ativar receptores
especificos sendo apds inativado por agdo de ecto-enzimas que fazem a
conversdo deste nucleolideo até adenosina (ZIMMERMANN, 1996). A
degradagdo do ATP extracelular envolve um conjunto de enzimas ligadas a
superficie celular, que constituem a via das ecto-nucleotidases, da qual
participam, entre outras enzimas, a ecto-ATPase (EC 3.6.1.3), a ecto-apirase
(EC 3.6.1.5) e a ecto-5"-nucleotidase (EC 3.1.3.5) (BATTASTINI et al,
1991,1995). A hidrolise extracelular de ATP por esta via resulta na formagéo
de ADP, AMP e adenosina. Os nucleotideos € o nucleosideo da adenina
podem exercer seus efeitos através da ativagdo de receptores purinérgicos
subdivididos em dois grandes grupos: P1 e P2. Os purinorereceptores P1 séo
ativados com o potencial agonista na ordem adenosina>AMP>ADP>ATP,
enquanto que os  purinoreceptores P2  sdo  ativados  por

ATP>ADP>AMP>adenosina (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).
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As agdes extracelulares de nucleosideos e nucleotideos plricos foram
primeiramente reconhecidos por Drury e Szente-Gyorgyi [1929]. Os efeitos
clinicos da administragdo de ATP em homens foram explorados em 1950

especialmente em pacientes geriatricos com desordens cardiovasculares.

Sabe-se também que o ATP tem agdes glicogenoliticas e
hiperpolarizantes sobre hepatécitos, possivelmente por um mecanismo

indireto, que ¢ mediado por purinoreceptores P2 (BURNSTOCK, 1993).

1.4. Apirase.

O nome apirase ou ATP difosfohidrolase, primeiramente proposto por
Meyerhof em 1945, ¢ uma designagdo geral para enzimas que hidrolizam
todos os nucleosideos di e trifosfatados até os seus respectivos nucleosideos
monofosfatados e fosfato inorgénico, liberando 2 mol Pi (fosfato inorgénico)
por mol de nucleosideo difosfatado. A partir de 1945 e, principalmente, na
ultima década, varias isoformas de ATP difosfoidrolases foram descritas em
diferentes tipos de célula de origem animal e vegetal, sugerindo um papel
importante no metabolismo celular. Estudos sobre localizagdo e mecanismos
de catélise das ATP difosfohidrolases indicam o envolvimento da enzima na
regulagdo dos niveis de nucleotideos e seus produtos de hidrélise em células e
tecidos (KOMOSZYNSKY, 1994). Na grande maioria das vezes a apirase €
encontrada associada em membranas com a 5’ - nucleotidase (AMPase) sendo
que as duas enzimas formam uma "cadeia enzimatica" capaz de hidrolisar

ATP e ADP até adenosina, e abaixo esquematizada:



ATP —>=* ADP + Pi * Apirase

le e Apirase
AMP + Pi ¢ 5' - nucleotidase
&

Adenosina + Pi

Figura 3: Esquema da cadeia enzimatica formada pelas enzimas apirase e 5 nucleotidase
na hidrélise de ATP, ADP e AMP.

Apirases sdo enzimas de membrana cuja localizagdo ja tem sido bem
estabelecida. A ampla ocorréncia de apirases inclui tecidos vegetais, bem

como de animais.

1.5. §’Nucleotidase.

A enzima 5'-nucleotidase ¢ uma glicoproteina ligada @ membrana
plasmatica por residuos de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (ZIMMERMANN,
1992), mas também esta presente em membranas de reticulo endoplasmético
(MAGNMUSSON et al., 1974) e em forma soltavel no citosol (ORFORD &
SAGGERSON, 1996).

A 5" nucleotidase de membrana plasmatica ¢ descrita como sendo uma
ecto-enzima constituinte da cadeia enzimatica descrita na ‘ﬁgura 3. A
associagdo com a ATP difosfoidrolase se justifica com base no fato de que a
atividade de hidrolise da apirase sobre o ATP e¢ o ADP fornece o substrato

AMP para 5'nucleotidase. Por ser uma das enzimas responsdveis pela

12



produ¢do de adenosina em viarios tecidos (NISHIO et al, 1987
ZIMMERMANN et al.; 1993; DARVISH, 1996), a 5 nucleotidase possui

importante papel fisiologico.

1.6. Adenosina.

A adenosina ¢ um metabdlito constitutinte de todas as células, envolvida
na sintese de nucleotideos purinérgicos, metabolismo de aminoacidos e na
modulagdo de rotas metabdlicas. Considerando este papel homeostatico da
adenosina relacionado ao controle do metabolismo celular, a mesma tem sido
denominada como um "horménio local" e "metabolito retaliatério" para
sumarizar seu papel nas condigdes de stress maximo onde a carga energética
esta comprometida (CUNHA, 2001).

Existem duas principais vias de formagdo de adenosina a nivel
intracelular: a clivagem da S-adenosil-homocisteina pela enzima S-adenosil-
homocisteina-hidrolase (PATEL & TUDBALL, 1986) ¢ a degradagdo de
AMP a adenosina por agdo de uma 5'-nucleotidase citosolica. Apds sua
formagdo, a adenosina pode passar através da membrana celular por difusdo
facilitada, utilizando transportadores de nucleosideos. Estes transportadores

sdo bidirecionais e equilibram as concentragdes intracelular e extracelular de
adenosina (BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997).

A adenosina também pode ser formada e degradada no espago
extracelular. O ATP liberado pode originar adenosina pela agdo de ecto-
enzimas: ecto-ATPases, ecto-apirases e ecto-5'-nucleotidases (BATTASTINI
et al., 1995; PLESNER, 1995; DUNWIDDIE et al., 1997, ZIMMERMAN et
al., 1998). Com relagdo a degradagdo da adenosina, foi identificada a presenca



de ecto-adenosina desaminases (FRANCO et al., 1997). Foi estimada que a
concentragdo basal de adenosina no espago extracelular estd na faixa de
nanomolar (DUNWIDDIE & DIAO, 1994). Entretanto, diversas situagdes
podem conduzir a significativa elevagdo da sua concentragdo extracelular
(LLOYD et al., 1993). A adenosina lambém pode ser removida do espago
extracelular através da sua captagdo pelo sistema transportador de
nucleosideos (RATHBONE et al., 1999).

Uma das evidéncias que ajudou a identificar a adenosina como um
modulador da atividade celular foi a identificagdo dos subtipos de receptor
para adenosina. Os receptores de adenosina (purionoreceptores P1) estdo
divididos em quatro subtipos, que foram identificados e clonados: Al, A2A,
A2B e A3 e pertencem a familia de receptores acoplados as proteinas G
(BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997).

As primeiras evidéncias de que a adenosina apresentava atividade
fisiolégica foram obtidas através dos estudos de DRURY & SZENT-
GYORGYT (1929), que observaram efeitos significativos da adenosina no
coragdo. Desde entdo, tem se tornado claro que a adenosina pode exercer
varios efeitos através da interagdo com receptores especificos de superficie
celular (SATTIN & RALL, 1970; BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). No
sistema nervoso central, a adenosina altera os niveis de AMP ciclico (SATTIN
& RALL, 1970), inibe a atividade sinaptica e neuronal (DUNWIDDIE &
HOFFER, 1980) e modula o fluxo sanguineo cerebral (BERNE et al., 1981).
Sua liberagdo durante a isquemia cerebral conduziu & hipétese de que a
adenosina age como um neuroprotetor, prevenindo a excitotoxicidade e danos
~ isquémicos (DRAGUNOW & FAULL, 1988).

14



1.7. Adenosina no figado.

O efeito hepatoprotetor de adenosina foi demonstrado em experimentos
em que a cirrose hepatica foi induzida por tetracloreto de carbono (CCly). O
tratamento com adenosina de ratos intoxicados previne parcialmente
alteragdes na composi¢do da membrana mitocondrial, impedindo assim a

diminuigdo da fun¢do da mitocéndria (HERNANDEZ-MUNOZ ef al, 1992).

A administragdo intraperitoneal de adenosina a ratos cirroticos bloqueia
a atividade fibrogénica e aumenta a degradagdo de colageno, provalvelmente
por diminuir os niveis dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs)
normalizando sua concentragdo. Além disso, o nucleosideo promove uma
efetiva proliferagio dos hepatocitos no figado cirrdtico, acelerando a
regeneragdo funcional e diminuindo os niveis de estresse oxidativo.
(HERNANDEZ-MUNOZ et al,1997 e 2001).

Tem sido sugerido que a expressdo da 5' nucleotidase pode ser direta ou
indiretamente controlada pela tensdo local de oxigénio. No figado, a ecto 5’
nucleotidase foi detectada no canaliculo biliar, no tecido conectivo da triade
portal e da veia central e nas HSC. SCHMID er al (1994) mostraram
diferencgas na distribuigdo da atividade entre animais saudaveis e anémicos. A
anemia provoca um aumento de 5' nucleotidase nas HSC da zona pericentral e
nos fibroblastos que circundam a veia central, resultando na formagéo de um

gradiente ao longo dos sinusoides.

Também ja foi demonstrado o efeito hepatobrotetor da adenosina em

figados isquémicos. Este efeito pode resultar do aumento da adenosina



extracelular, que provocaria uma ativagdo de receptores A2. Esta ativagdo
provocaria geragdo de NO, que exerceria efeito protetor contra a injuria
associada ao processo de isquemia e reperfusdo hepatica (PERALTA et al,
1999).

Os efeitos da adenosina ¢ seus analogos na acumulagio de AMPc
induzida por glucagon em hepatdcitos foram descritos por ROBES- FLORES
et al. (1995). Os autores mostraram que a ativagdo de receptores Al para
adenosina inibe o acimulo de AMPc¢, por bloquear o efeito inibitério do

glucagon sobre a AMPc fosfodiesterase.

2. OBJETIVOS.

- Determinar as atividades de Ecto - ATP difosfohidrolase e Ecto 5’-
nucleotidase nos dois fenétipos da linhagem GRX, miofibroblastoide e
lipocitico.

- Verificar a possivel relagdo das atividades de ecto-nucleotidades com o

papel exercido pelos dois fenotipos das HSC na fisiologia hepatica.

16



3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Cultura de células.

A linhagem celular GRX ¢ proveniente do Banco de Células do Rio de
Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os
estoques das linhagens eram criopreservados em nitrogénio liquido 2

aproximadamente - 200° C.

3.2. Materiais.

DMEN, HEPES, tripsina, all-trans retinol (Sigma), soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab); filtros a vacuo, membranas de éster de celulose 0,2 pm
(Millipore); 4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), CaCly, KCI, MgCl,,
MgSOy, Na,HPO,, KH,PO,, vermelho de fenol, HCL, Extran, etanol absoluto
(Merck), NaHCO;, NaOH, NaCl (Reagen).

3.3. Solucdes utilizadas:

3.3.1. Solugiio salina tamponada de Hanks - HBSS: CaCl, 1,29 mM,
NaCl 136,9 mM, KCI 536 mM, MgSO4 0,65 mM, Na,HPO4 0,27 mM,
KH,PO, 1,10 mM, NaHCO; 3,5 mM, glicose 6,10 mM e vermelho de fenol.

Usa-se agua de Milli-Q para dissolver os reagentes e acerta-se o pH em 7,4
com NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. Filtra-se ¢ mantém-se a 4° C.

3.3.2. Solugiio salina sem célcio e magnésio - CMF-BSS: NaCl 136,0
mM, KCl 5,36 mM, Na,HPO4 0,27 mM, KH,PO4 1,10 mM, glicose 6,10 mM
e vermelho de fenol.

Usa-se dgua de Milli-Q para dissolver os reagentes e acerta-se o pH em 7,4

com NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. Filtra-se e mantém-se a 4° C.

17




3.3.3. Soluciio de Tripsina/EDTA: Tripsina (1:250) 0.0625 g/L, EDTA
(Tritriplex II) 0,037 g/I. e CMF-BSS qsp 100 mL.

Acerta-se o pH em 7,9 com NaOH 0,1N ou HCI 0, IN. Filtra-se e mantém-
se a4° C.

3.3.4. Meio de Cultura: O meio de cultura utilizado foi o Eagle
modificado por Dulbecco, que consiste em uma mistura de sais inorgénicos,
aminoacidos, vitaminas, glicose e vermelho de fenol. DMEN 10,0 g/L,
HEPES 2,0 g/L, NaHCO; 2,2 g/L, agua do Milli-Q gsp 1000 mL.

Acerta-se o pH 7,4 com NaOH 0,1N ou HCI 0,1N e adiciona-se 5% de soro

fetal bovino. Filtra-se e mantém-se a 4°C.

3.4. Método.
3.4.1. Preparacdo do material de cultura.

Todos os materiais utilizados para a preparagdo da cultura (provetas,
copos de Becker, pipetas Pasteur, filtros & vacuo e garrafas) eram lavados com
Extran alcalino, enxaguados e submetidos a quatro passagens em dagua
destilada e duas em 4gua bidestilada em vidro. As pipetas Pasteur, ponteiras,
garrafas e gazes eram autoclavados a 121 °C e 1 atm de pressdo por 40min e

os filtros somente 20min.

3.4.2. Preparacio da cultura de células.

A partir de garrafas de culturas estoques, preparou-se as culturas
utilizadas nos experimentos. Lavou-se as células estoques trés vezes com
CMEF-BSS, adicionou-se cerca de 2 mL de tripsins/EDTA e através de

agitagdo mecanica, desprendeu-se as células da garrafa. Inibiu-se a tripsina



com quatro volumes de DMEN 5% de SFB e retira-se uma aliquota para
contar as células em cAmara de Neubauer. As células eram semeadas na
densidade de 2 x 10*/cm’® e mantidas sob atmosfera imida de 5% de CO, a
37°C. O meio de cultura era trocado diariamente e as células examinadas

diariamente em microscopio invertido Nikon Diaphot.

3.4.3. Indugio do fenétipo lipocitico por retinol e por indometacina.
Culturas subconfluentes (dois dias de cultura) eram tratadas com meio
de cultura suplementado com uma solugdo de all-trans retinol 5 pM ou com
uma solugdo de indometacina 0,13 mM por um periodo de quatro dias, ambos
preparados com etanol absoluto. A concentragdo de etanol nos meios de
cultura nunca ultrapassou 1:1000. Culturas controle foram tratadas apenas

com etanol.

3.4.4. Ensaio enzimatico.

As culturas de células foram lavadas com meio de incubagdo livre de
substrato constituido de tampao Hepes, pH 7,4, 2,0 mM CaCl2, 5,0 mM KCl,
120 mM NaCl, 10 mM gliéose. As células foram incubadas no mesmo meio
descrito, contendo 1,0 mM de ATP, ADP ou AMP como substrato por 0, 10,
20 e 30 minutos. Ao final desses tempos, aliquotas de 150 pl foram retiradas e
transferidas para tubos contendo 150 pl de TCA 10% no gelo. O fosfato
inorgénico liberado foi determinado pelo método do Verde de Malaquita
(CHAN, 1986). Controles livres de substrato e livres de células foram
executados simultaneamente. As amostras foram analisadas em friplicata para

cada ponto da curva de tempo.



3.4.5. Determinacio da proteina.

A proteina foi determinada pelo método descrito por BRADFORD

(1976), utilizando-se como padrdo albumina sérica bovina.

3.4.6. Imunocitoquimica,

As células foram semeadas sobre laminulas, colocadas em placas de
multiplos pogos, e deixadas em cultura por 12 h. . Apds, foram lavadas com
PBS e fixadas com paraformaldeido 4% tamponado. Os sitios inespecificos
foram bloqueados com albumina 3% em PBS por 1 h, temperatura ambiente.
A incubagdo com o anticorpo primario, anti CD 39 ou anti CD 73, foi
realizada “overnigth” a 4°C, em cdmara umida. Em seguida, as laminulas
formam lavadas com PBS, trés vezes de 10 min e incubadas com o anticorpo
secundario (anti IgG de camundongo conjugado com rodamina) por 90 min, a
37°C em cémara imida. As laminulas foram montadas sobre ldminas em
fluorsafe. As células foram examinadas em um microscépio Nikon E-600
epifluorescente e as imagens fotografadas com um equipamento para
fotomicrografia Nikon U-III. As fotografias foram escaneadas e as figuras
montadas usando ADOBE Photoshop software (Adobe Systems, USA). As
imagens foram impressas em uma Epson Stylus Color 777. Experimentos

controles foram realizados omitindo-se o primeiro anticorpo.
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Anticorpo Primario Diluigio Fonte
Anti-CD39 monoclonal 1/100 Zymed Laboratorie Inc.
Origem do antigeno: humano
Gerado em: camundongo
Anti- CD73 monoclonal 1/100 BD PharMigen
Origem do antigeno: humano
Gerado em: camundongo
Anticorpo Secundirio Diluiciio Laboratério
Anti-IgG de camundongo, conjugado 1/1000 Sigma Chemical Co.

com rodamina

3.4.7. Anailise estatistica.

As diferengas entre os grupos experimentais foram analisadas por teste

T de Student para amostras independentes, usando-se o programa SPSS for

Windows.
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4. RESULTADOS.

4.1. Determinagdo das atividades ecto-ATPase e ecto-ADPase:
As figuras 4 e 5 representam o efeito do tempo sobre a liberagdo de
fosfato inorgénico por ecto-nucleotidases em células GRX miofibroblastoides

e lipociticas. Os resultados mostram que ndo houve diferengas na hidrélise de

ATP e ADP entre os fen6tipos.

nmoles Pi / mg proteina

—=_Mio 0 10 20 30 40

—e—Lipo R Tempo (min)

Figura 4: Efeito do tempo sobre a hidrélise do ATP por ecto- nucleotidases na linhagem
celular GRX (lipociticas e miofibroblastoides). As determinagdes foram realizadas como

descrito em material e métodos. Os valores estdo expressos como média + SE (nmol de Pi
liberados por mg de proteina) de pelo menos trés experimentos, realizados em triplicatas.
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Figura 5: Efeito do tempo sobre a hidrolise de ADP por ecto-nucleotidases por células da
linhagem GRX (lipociticas e miofibroblastoides). As determinagdes foram feitas como
descrito em materiais ¢ métodos. Os valores estdo expressos como média + SE (nmol de Pi
liberados por mg de proteina por minuto) de pelo menos trés experimentos, realizados em
triplicatas.

A andlise das figuras 4 e 5 mostra que, nos dois fendtipos, a hidrdlise

do ATP e cerca de duas vezes maior que a do ADP.

4.2. Determinacio da atividade de ecto-nucleotidases.

O estudo da atividade de ecto-5nucleotidase mostrado nos
experimentos representados nas Figuras 6 e 7, evidenciou que os lipdcitos
induzidos pelo tratamento com retinol apresentavam uma atividade
significativamente maior que os miofibroblastos (células mantidas em

condigdes padrdo de cultura).
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Figura 6 : (A) Curva de substrato da Ecto 5’ nucleotidase; (B) Curva de tempo da Ecto 5’
nucleotidase: hidrolise do AMP por células GRX lipociticas e miofibroblastdides. As
determinagdes foram realizadas como descrito em materiais e métodos. Os valores estdo
expressos como média + SE (nmol de Pi liberados por mg de proteina) de pelo menos trés
experimentos, realizados em (riplicatas. a = significativamente diferente do miofibroblasto
(Mio) para um p<0,05.
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A figura 7 representa as atividades de ecto-5 nucleotidase em células
miofibroblastéides (controles), lipécitos induzidos por retinol, por
indometacina e em células tratadas apenas com etanol (solvente das duas
drogas). A anélise dos resultados mostra que o etanol ndo altera atividade da
enzima e que a atividade ¢ semelhante nos dois tipos de lipocitos sendo

significativamente maior que nos controles e nas células tratadas apenas com

etanol.
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Figura 7: Hidr6lise do AMP por células GRX, miofibroblastéides, lipociticas (induzidas
por retinol e por indometacina) e tratadas com o solvente dos dois agentes indutores. As
determinagdes foram realizadas como descrito em materiais ¢ métodos. O tempo de
incubagdo foi de 20 minutos. Os valores estdo expressos como média + SE (nmol de Pi
liberados por mg de proteina) de pelo menos trés experimentos, realizados em triplicatas. a
= significativamente diferente dos miofibroblastos (Mio) e dos miofibroblastos tratados
apenas com etanol (Mio + etanol0 para um p<0,05.
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A figura 8 representa a determinagdo por imunocitoquimica das
atividades de ecto-apirase (Figura 8-A) e de ecto-5’ nucleotidase (figura 8-B).
A presenga de ecto-apirase foi comprovada pela reagdo com o anticorpo anti-
CD39 e a de ecto-5" nucleotidase pela reagdo com anti-CD73. Incubagdes
somente com o segundo anticorpo descartaram a possibilidade de ligagdo
inespecifica (figura 8-A (1).
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Figura 8: (A) Revelagdio imunocitoquimica da Ecto- apirase (CD39); (B) e da ecto-5’
nucleotidase (CD 73): As condigdes experimentais estdo descritas em materiais e métodos.
(A); 1, controle ligagio inespecifica; 2, miofibroblasto; 3; lipécito (induzido com retinol)
(B); 1, miofibroblasto; 2, lipécito (induzido com retinol)

Magnitude 400x.
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5. Discussio:

As HSC sdo uma populagdo de células aparentemente heterogénea. Em reagdes
fibréticas do tecido hepatico, elas podem mudar de seu fendtipo “quiescente” para um
“ativado” ou miofibrosblastéide, expressando altos niveis de desmina, a-actina de mdsculo
liso e secretando ativamente matriz extracelular (GRESSNER, 1991). Alternativamente ,
elas podem mudar para o fendtipo “lipocitico”, quando acumulam gotas de lipidios e
estocam retinol. O primeiro fenétipo é representado no modelo in vitro de ativagdio
espontinea das culturas primérias de HSC, quando isoladas de ratos alimentados com
excesso de vitamina A e postas em contato com plastico (RAMADORI, 1991). O dltimo
ndo pode ser observado em culturas primarias de HSC que ndo podem ser convertidas para
o fenétipo lipocitico, mas pode ser estudado no modelo de indugdo lipocitica estabelecido
na linhagem GRX (BOROJEVIC et al, 1990).

O modelo experimental de células estreladas hepaticas GRX permite estudar varios
pardmetros metabélicos que sofrem alteragdes ao longo da indugéio do fenétipo lipocitico.
Possibilitando assim, a discussdo de seu papel no figado, tanto em condigdes fisiologicas
normais quanto patolégicas. Neste trabalho nés estudamos as atividades de ecto-

nucleotidases nos dois fenétipos da linhagem GRX.

Trabalhos anteriores tem demonstrado que a adenosina possui um importante papel
no metabolismo celular, tendo como exemplo sua fungdo hepatoprotetora. Sabe-se, por
exemplo que esse nucleosideo provoca uma inibigio da sintese de coldgeno, principal

constituinte responsavel pela formagdo de cirrose hepética.

A produgdo extracelular de adenosina ¢ favorecida pela cadeia enzimatica formada
por ATP difosfoidrolase e S'nucleotidase. A ATP difosfoidrolase ou apirase, € uma ecto
enzima capaz de remover dois fosfatos labeis do ATP e um do ADP. Ao hidrolisar os
nucleotideos ATP e ADP, forma AMP que ¢ substrato para a 5'nucleotidase, contribuindo
assim para a produg@o de adenosina.



As figuras 4 e 5, representam o estudo do efeito do tempo sobre as atividades
de ecto-ATPase e ecto-ADPase em células GRX miofibroblastéides e em lipdcitos
induzidos pelo tratamento com retinol. Os resultados mostram que ndo had diferencas entre
as velocidades de hidrolise do ATP e do ADP pelos dois fen6tipos.

J4 os resultados das figuras 6A e 6B mostram que nos lipdcitos a atividade de ecto
5’- nucleotidase ¢ cerca de 3 vezes maior que nos miofibroblastos. A analise da curva de
substrato (fig.6A) nos permite sugerir que existe maior quantidade de enzima no fendtipo

lipocitico, indicando haver um aumento na expressdo da mesma neste fen6tipo.

Os resultados apresentados na figura 7 mostram que lipocitos induzidos pelo
tratamento com indometacina apresentam os mesmos niveis de atividade de ecto-5’
nucleotidase que os induzidos por retinol. Na mesma figura pode-se também verificar que o

etanol, solvente das duas drogas, ndo tem nenhum efeito sobre a atividade.

Os resultados aqui apresentados sugerem a existéncia nas células GRX de atividades
da cadeia enzimatica, composta por ecto-NTDPases € ecto 5 nucleotidase, cuja finalidade
¢ produzir adenosina no meio extracelular. Com a identificagdo na membrana das células
GRX (miofibroblastéides e lipociticas) de uma proteina imuno-revelada pelo anticorpo
anti-CD39 (figura 8A), pode-se afirmar que pelo menos parte da hidrélise de ATP e ADP
encontrada nos experimentos usando células intactas € proveniente da ecto-apirase. A

presenga ecto-5’ nucleotidase também foi confirmada imunocitoquimica, figura 8B.

O fato da atividade de ecto-5’ nucleotidase ser semelhante nos dois tipos de
lipéeitos, isto é, induzidos por retinol ou por indometacina, diminui a possibilidade de uma
acgfio direta das drogas indutoras sobre a enzima. Sabe-se também, que os programas de
diferenciagdo desencadeados pelas duas drogas sdo diferentes. Estes fatos nos permitem
sugerir que o aumento da atividade de ecto -5’nucleotidase que acompanha a diferenciagdo
lipocitica deva estar relacionado com a fungio desempenhada por este tipo celular no tecido

hepético.
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O efeito da adenosina prevenindo a cirrose hepética induzida por CCly estd
associado com uma melhora geral da fungio hepatica deteriorada pela toxina.
HERNANDEZ-MUNOZ et al (1990) mostraram que o tratamento por 4 semanas com CCl,
causa uma diminuigdo nos niveis de ATP hepéticos e que depois de 8 semanas de
tratamento a quantidade total de nucleotidios da adenina estd diminuida. A adenosina foi

capaz de reverter essas alteragdes, aumentando a carga energética.

A adenosina ¢ um potente vasodilatador, considerado um dos principais reguladores do
fluxo arterial hepético, isto seria importante principalmente nas regides centrilobulares do
figado que normalmente sdo menos oxigenadas. A agio vasodilatadora seria controlada por
adenosina produzida localmente (LAUTT et al, 1985).

BELOSSA et al (1994) demonstram em co-culturas de hepatécitos e HSCs tratadas
com CCly que os hepaticitos exercem um efeito “pardcrino™ sobre a lipoperoxidagio (LP) e
a expressdo dos genes do colageno tipo I nas HSCs. O tratamento com élcool alilico que
causa 0 mesmo grau de lesdo hepatica, mas sem induzir a formagdio de adutos aldeido-
proteina, ndo tem efeito sobre a sintese de coldgeno, mostrando que a necrose dos
hepatécitos ndo ¢ suficiente para a ativagio da expressdo do gene. Esses experimentos
também mostraram que a LP dos hepatécitos atuaria regulando a sintese de colédgeno pelas
HSCs, comprovando a existéncia da ligagiio entre o dano ocorrido nos hepatdcitos € a
fibrogénese hepatica.

Em conclusdo, os resultados aqui apresentados, nos permitem desenvolver as seguintes
hipéteses para justificar a maior producdo de adenosina extracelular pelo fenétipo lipocitico
da linhagem GRX:

a) A adenosina atuaria de forma autécrina nas HSCs, ativando produgio de TIMPs,
aumentando a atividade colagenolitica, participando assim da manutengio
homeostasia da matriz extracelular.

b) Considerando que o processo fibrogénico estd diretamente relacionado com o
aumento do estresse oxidativo, a adenosina diminuiria os niveis de LP de forma

autécrina nas HSCs e de forma parédcrina nos hepatdcitos.
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O resultados dessas agdes seriam menor sintese de colageno pelas células HSC
diminuindo a lesdo fibrética. J4 nos hepatécitos a adenosina diminuiria a LP,
normalizando a carga energética e inibindo a agio ativadora sobre a sintese de

coldgeno nas HSCs.

Célula Estrelads Hepdlios
(Hsc)

Hapatbolto

B Célula Esirelada Hep#ios
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Hapatdollo coligenc
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Figura 9 : Relagdo hepatécito / HSC : agdes autécrinas e pardcrinas da adenosina.

LP, lipoperoxidagdo, TIMPs, inibidores teciduais de metaloproteinases

1= Ecto- 5’ nucleotidase; 2= agfio autdcrina sobre as HSC (diminui a LP e os niveis de TIMPs);

3= agdo pardcrina sobre os hepatdcitos (diminui a LP); 4= agdio pardcrina dos hepatécitos sobre

as HSC (estimulada pela maior peroxidagéo)

A =

e HSC: maior produgdo de adenosina extracelular = agdo autécrina, menor LP; menor
produgdo de TIMPs; menor deposigdo de colageno; menor fibrogénese

* Hepat6citos: agiio pardcrina, menor LP; inibigad da agéo paracrina sobre as HSC que
estimula a sintese de coldgeno; aumento da carga energética.

e HSC: baixa produgdo de adenosina extracelular = maior LP, maior sintese de TIMPs, maior
sintese de colageno, maior fibrogénese.

e Hepatbcito: menor carga energética, maior LP, agdo paricrina sobre as HSC aumentando a
sintese de colageno.
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