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RESUMO

Fibrose hepética € caracterizada pelo acumulo deznextracelular fibrotica,
cuja presenca danifica as funcbes do figado. Gelakireladas hepaticas (HSCs)
participam ativamente deste processo, modificarelo fenétipo quiescente, rico em
lipidios no citoplasma, para o fenétipo ativadm, sposta ao insulto fibrogénico. A
regressao do processo fibrotico pode, inclusiver eelacionada com a apoptose das
HSCs e também com sua reversao fenotipica, doceatagdo ao estado quiescente.
Adenosina tem papel hepatoprotetor bem conhecidanexleia varias acodes
antiinflamatérias em diferentes tipos celularesordizdes patoldgicas. TNkE-€ uma
citocina pro-inflamatoria com importantes funcdesimicio e perpetuacdo do processo
fibrogénico. Tendo em vista o papel antiinflamatéda adenosina, este trabalho
investigou, em linhagem de HSC em cultura - GR&s-a¢c6es desse nucleosideo em
presenca ou auséncia dos sinais inflamatorios cpa@anham o tratamento com TNF-
a. Assim, foram analisados os efeitos da adenositr@celular na sintese lipidica,
avaliando a reversédo fenotipica da GRX, e a apeptos resposta a adenosina e/ou
TNF-0. Além disso, a regulacdo dos niveis de adenositracelular, bem como a
presenca dos receptores de adenosina foram inv@ssigO efeito de adenosina e/ou
TNF-o sobre a producdo de oxido nitrico (NO) e atividadexpressao de gelatinases
(MMP-9 e -2), ambos importantes mediadores na $ibioepética, também foram alvo
deste estudo.

Nossos resultados mostram a presenca do recepaatedesina s (A2sR), € a
regulacdo dos niveis extracelulares de adenosina l§6-o, através do aumento da
atividade ecto-adenosina deaminase. Além disso, odigamos que adenosina
extracelular ndo modifica a sintese de lipidiosaghslas GRX. Os dados ainda indicam
gue adenosina, em presenca ou auséncia dex] N&oe resulta em apoptose, e que esta
citocina também néo induz a formacdo de corpostépops nas células tratadas. O
estudo mostra que a producédo de NO foi aumentadalddtF-, com potencializacéo
deste efeito na presenca de adenosina, provavemesdiado pelo AR e ndo por
inosina, produto da hidrolise de adenosina. Comcéel as gelatinases, o tratamento
com adenosina diminui a atividade de MMP-9 tantoaeri®éncia, quanto em presenca
de TNF+, revertendo a acao da citocina, a niveis de dentcom o envolvimento do
receptor AgR mediando os efeitos do nucleosideo. No entare@peessdo da MMP-9
nao foi afetada pelo tratamento com adenosinapparénucleosideo diminui os efeitos
de TNFe sobre a expressao da gelatinase. Com relacao a-2JMmbos tratamentos
com adenosina e com TNE-bem como o tratamento com adenosina, em presknca
citocina, diminuem a atividade da gelatinase, séstos aditivos. A expressdo do
MRNA de MMP-2 aumentou em resposta aos tratamestuns adenosina e TN&-
isolados ou em associacao, indicando a presengaedanismo pds-transcricional de
regulacédo para MMP-2.

Este trabalho mostra, claramente, que adenosinacekilar e TNFe estdo
envolvidos na regulacdo da producdo de NO e nassaids gelatinases. Além disso,
este estudo demonstrou que adenosina ndo atuasattavconversdo fenotipica via
aumento da sintese de lipidios, bem como n&o dsatiapoptose, junto com TNék-
Estes resultados e a existéncia da regulacdo dess rde adenosina extracelular por
TNF-0. sugerem uma participacdo da adenosina em algyestas importantes da
fisiologia da.HSC, talvez via A,



ABSTRACT

Hepatic fibrosis is characterized by fibrotic nmaccumulation, which damage
the liver functions. Hepatic stellate cells (HSQrtipate activelly of this process,
modifying their quiescent phenotype, with the cyasm rich in lipid dropplets, to
activated phenotype, in response to the fibrogesiglt. HSC can be responsible for the
regression of fibrosis through mechanisms that lirevaheir apoptosis, or even the
phenotype reversion to quiscence. Adenosine haalekmow hepatoprotective role and
mediates several anti-inflammatory actions in défe cellular types and pathological
conditions. TNFe is a pro-inflammatory cytokine with important fuimms in the
beginning and perpetuation of that fibrogenic psscén view the antiinflammatory role
of adenosine, this work investigated, in culturegdtic stellate cell line - GRX -, the
actions of this nucleoside in the presence or atgsen inflammatory signs that come
with treatment with TNFe. So, the effects of extracellular adenosine ant@iiiF-o on
the lipid synthesis, evaluating the phenotypic remm of GRX, and the apoptosis in
response to adenosine and/or T&Fwere analysed. Moreover, the regulation of
extracellular levels of adenosine, as well as ttesgnce of adenosine receptors were
studied in cultured GRX. The effects of adenosind/@ TNFe production of nitric
oxide (NO) and activity and expression of gelatesasMMP-9 and -2 -, both important
mediators presents in liver fibrosis, were alsgeanf this study.

Our results show the presence ofgAreceptor (AgR) in GRX, and the
regulation of extracellular hidrolysis of adenosineTNF-u, through ecto-ADA activity
improvement. Moreover, we demonstrate that exthaleeladenosine does not modify
the lipid synthesis in the GRX cells. The datd stdicate that adenosine, at presence or
absence of TNk, does not imply apoptosis, and that this cytokines not induce the
apoptotic bodies formation. The study shows thatgtoduction of NO was increased
with TNF-o, with potentiation of this effect at the presente@denosine, probably due
to to A.gR, and not mediated by inosine, the product of asiee hydrolysis. About the
gelatinases, the treatment with adenosine decrélas@dMP-9 activity in the absence,
as well as in the presence of TNFfeversing the action of cytokine, at control grou
levels, with involvement of gR. However, the expression of MMP-9 was not affecte
by the treatment with adenosine, but the nucleasdaces the effects of TNken the
expression of this gelatinase. About MMP-2, bo#fatment with adenosine and TNF-
as well as the treatment with adenosine, in thegmee of the cytokine, diminish the
activity of gelatinase, without additive effectshel expression of MMP-2 mRNA
increased in reponse to the treatments with adeeoand TNFe, alone or in
association, suggesting post-transcriptional mesh@s for the regulation of this
enzyme.

Our results clearly indicate that extracellulaemosine and TNIle-are involved
in the regulation of NO production and actions efaginases. Moreover, this study
demonstrated that adenosine do not act in phenotgwersion, through lipid
synthesis, as well as do not stimulate apoptasgdther with TNFe. This results and
the existence of regulation of extracellular of mas@ne in response to TNE{further
support that adenosine modulate some importantcesspé HSC phisiology, maybe
through Ag pathway.



ADP
AMP
ATP
CAMP
cGMP
Ecto-ADA
HSC
TNF-a
LPS
MAPK
MMP
NO
NOS
eNOS
iINOS
nNOS
NPP
NTPDase
PDGF
PKA
PKG
ROS
a-SMA
TIMP
UDP
UTP
VEGF

gRT-PCR
reversa

LISTA DE ABREVIATURAS

Adenosina difosfato
Adenosina monofosfato
Adenosina trifosfato
Adenosina monofosfato ciclico
guanosina monofosfato ciclico
Adenosina deaminase extracelular
Célula estrelada hepatica
Fator de Necrose tumoral
Lipopolissacarideo
Proteinas cinase ativadas por mitose
Metaloproteinase
Oxido nitrico
Oxido nitrico sintase
Oxido Nitrico Sintase endotelial
Oxido Nitrico Sintase induzivel
Oxido Nitrico Sintase neuronal
Difosfohidrolase de nucleotideo
Difosfohidrolase de nucleotideo triftzda
Fator de Crescimento derivado deyatas
Proteina cinase A
Proteina cinase G
Espécies reativas de oxigénio
Alfa actina de musculo liso
inibidor tecidual de metaloproteinase
Uridina difosfato
Uridina trifosfato

Fator de crescimento do endotélio vascular

Reacdo quantitaviva em cadeia da pdiseeratravés de transcriptase



PARTE |



1. INTRODUCAO

1.1. FIBROSE HEPATICA
A fibrose hepatica é uma desordem marcadamentamatbria que, juntamente

com a cirrose, foi a responsavel por cerca de 2,848mmortes na populacéo brasileira,
integrando oranking dos dez principais lideres de mortalidade no Brasi 2004
(Painel de Indicadores do SUS, Ano 1, n° 1, 2006) .

Em condicbes normais, o figado é ricamente perfllnd@ sua estrutura
organizada permite a todas as células que o compfeaporte metabolico atravées dos
sinusodides hepaticos. A separacao entre o lumersidasoides hepaticos e o0 espaco
onde se encontram os componentes celulares resténfeita por células endoteliais
sinusoidais, permeadas, em menor quantidade, polagéde Kupffer (macréfagos
hepaticos), e separadas entre si por pequenososspagominados fenestras, por onde
ocorrem extensas trocas metabdlicas entre o ambextérno e as células residentes
abaixo dele, no espaco de Disse. O espaco de ®@gegido entre os hepatdcitos e as
células endoteliais sinusoidais, e caracterizaea presenca de células estreladas
hepaticas, entre artérias e ductos biliares, qu#® € meio a um intersticio abundante
de matriz extracelular (Kmiec, 2001)(Figura 1).

A matriz extracelular do espaco de Disse € compgsitecipalmente por
colageno do tipo IV, proteoglicanos de heparanasuwlf entre outros, que juntos
conferem a mesma caracteristicas de uma redegadtéuxa e de baixa densidade, que
desempenha importante funcdo na comunicacédo enté@was hepaticas (Schuppan et
al., 2001), sendo a sua producdo coordenada, eutres fatores, por enzimas que
degradam proteinas dessa matriz (MMP) (Clark et28I08) e pelos seus inibidores

(TIMP) (Stetler-Stevenson, 2008).
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Figura 11: Desenho esquematico de figado em cond@&isioldgica e seus principais

tipos celulares e componentesAdaptado dé.ancet 2008; 371: 838-51

Na fibrose hepatica, a arquitetura do figado éodigta, em conseqiiéncia da
obliteracdo do espaco de Disse, da diminuicdoetassfras entre as células endoteliais,
modificacdo da natureza das comunicacfes celu@r@sincipalmente, do inicio da
substituicdo gradual da matriz extracelular existgoor outra, mais densa e fibrosa,
composta principalmente por colageno do tipo | éBat and Brenner, 2005; Guo and
Friedman, 2007; Iredale, 2007; Poli, 2000; Saild Bamadori, 2007; Tsukada et al.,
2006). Alem dessas consequéncias, as células éaosinusoidais passam a produzir
endotelina-1, cujos efeitos culminam na hipertenpadal (Kawada et al., 1993;
Noguchi et al., 2006).

A fibrose hepatica pode ser desencadeada por ds/egstimulos, incluindo
alcool (Vera and Nieto, 2006), virus (Weisberg ket 2007), doencas auto-imunes
(Schramm and Lohse, 2005) e parasitoses (Bartlal,62006), entre outros. Embora a
natureza dos seus agentes causadores possa datitéia, as principais modificacdes
hepaticas resultantes dos diferentes danos saantmsiemelhantes entre si. Se o
estimulo persiste, seja de natureza quimica oodicd, a fibrose hepatica pode evoluir

para cirrose (Schuppan and Afdhal, 2008) e até mesama um hepatocarcinoma



celular (Mazzanti et al., 2008). Além disso, comgtides como hipertensdo portal
(Gonzalez-Abraldes et al.,, 2001; Gonzalez-Abraldesal., 2002) e diminuicdo da

funcdo hepética, decorrente de todas essas aksragéo consequéncias freqlentes
dessa condicéo patoldgica.

Muitos pesquisadores tém estudado extensivamgmissibilidade de regressao
da fibrose hepatica (Knittel et al., 2000; Rodetfet al., 2007), ou seja, uma vez
cessado o estimulo fibrogénico, processos comotemmElsharkawy et al., 2005;
Iredale, 2001; Iredale et al., 1998) e reversamtfpita da célula estrelada hepatica

(HSC) poderiam auxiliar na restauragdo da funcidadk e arquitetura hepética.

1.1.1. A IMPORTANCIA DA CELULA ESTRELADA HEPATICA N A FIBROSE

E O MODELO EXPERIMENTAL GRX

As células estreladas hepaticas representam cexcd d 8% das células
hepaticas em um figado normal, além disso, paaticiptivamente no metabolismo de
retindides, cuja caracteristica lipossoluvel femague essa célula mantivesse em seu
citoplasma grande quantidade de lipidios, tornamdautofluorescente. Essas
caracteristicas morfologicas conferem a HSC umtigodaito quiescente ou lipocitico,
cujas propriedades contribuem para a homeostasprdoessos metabolicos do figado
(Blomhoff et al., 1990; Hautekeete et al., 1998|léteans et al., 2003; Higashi et al.,
2005; Senoo, 2004). Além disso, sua localizagcam—-centato intimo com as células
sinusoidais hepaticas -, seu aspecto morfolégiculge — com longos processos
citoplasmaticos — e caracteristicas como baixaratidade, auxiliam seu papel na
hemodinamica sinusoidal, em condic¢des fisioldgigasynaert et al., 2002; Rockey,
1997; Rockey, 2001; Rockey et al., 1993; Sims, L9BIEC também desempenham

papel importante na manutencdo da matriz extragelbrmal, produzindo alguns



componentes que fazem parte dessa rede e secreta@tdmproteinases, bem como
inibidores dessas enzimas (Benyon and Arthur, 2001)

Em resposta a determinado estimulo, agudo ou ar@&ianoso ao figado, essas
células sofrem um processo de transdiferenciacaativacao, no qual perdem seus
estoques de vitamina A e lipidios, adquirindo umdfgo ativado, cujas caracteristicas
fazem da célula estrelada hepatica um dos tipadace$ estreitamente responsaveis
pela iniciacdo e progressao da fibrose (DelLeve,72@nhg and Friedman, 2000;
Friedman, 2000; Li et al., 2008).

HSC guiescenta HSC ativada

F'rnllferagan

Dann “:-:'::‘ Contatibilidade

=== Fiirogenese
,a--'"" Foe,
B t\-r\-b“\._r

Rewersén 7~ Degradacio da Matriz

Resnlugao

Apoptose? 7 @ @

L* “i Quirictaxia da HEC
:::..._I:.

R

Ferda de Retindides

Figura 12: Desenho esquematico do processo de trafiferenciacdo da célula
estrelada hepatica: suas causas e consequénciagaptado del Gastroenterol 2008;

43:419-428

O fendtipo ativado da HSC €& semelhante, morfologergte, a um
miofibroblasto, e expressa certas proteinas de maraltonsideradas marcadores desse
estado, como, por exempla;SMA, cuja expressédo esta relacionada ao aumento da
contratilidade dessas células ativadas (RockeY.,,e1392; Tanaka et al., 1991). Além
disso, a capacidade de migracéo até o local dean@hang et al., 2008) e o aumento
da proliferacao celular nesse local sdo outragtaiaticas marcantes em resposta a um

dano hepatico. Adicionalmente, essas células sdariasipais produtoras de matriz



extracelular, principalmente colageno do tipo le qeontribui para a formacéo da
cicatriz fibrética caracteristica dessa condicéaolpgica, que delimita o dano hepatico,
mas também contribui para perda de area hepaticiohal.

A importancia da HSC néo se limita apenas a preges iniciacdo da fibrose.
Conforme mencionado anteriormente, muitos traba@wesestudado a possibilidade de
regressao dessa desordem patoldgica, atribuindoriampe papel a HSC, devido a
possibilidade de apoptose dessas células Entretzono relagdo a apoptose, a grande
maioria dos trabalhos se limita a estudosivo, levantando uma questdo importante:
guem substituiria as HSC nas fun¢des desempenpatissmesmas? A alternativa para
esse problema seria a reversao da estrelada feepétfenotipo lipocitico.

Devido a importancia da HSC na fibrose hepaticaito modelos celulares ja
foram estabelecidos e utilizados na literatura pestdar a fisiologia da estrelada
hepatica (Gutierrez-Ruiz and Gomez-Quiroz, 2007;yriHann et al., 2007). A
descoberta de que as HSC, depois de isoladasyativee espontaneamente quando
cultivadas em pléstico, apresentando-se em estatiankicdo no quarto dia de cultura
e sendo ativada no sétimo dia (Rockey et al., 19@2pandiu ainda mais o
estabelecimento de modelos que ndo estivessentosugeiessas variacbes. Um dos
primeiros modelos celulares estabelecidos forantédglas GRX. Isoladas de um
granuloma do figado de camundongo infectado c8ohistosoma mansgnie
caracterizadas como um modelo imortal e com cresdionsem inibicdo por contato,
essa linhagem celular encontra-se em um fenétieonmediario (Borojevic et al., 1990;
Borojevic et al., 1985), podendo ser induzido aresgar o fendtipo lipocitico, mediante
tratamento com retinol ou indometacina (Margis &udojevic, 1989). Além disso,

células GRX também podem expressar um fendtipo m@sdo, em resposta ao



tratamento com TNl tornando-se um importante modelo que mimetizairaslg

aspectos da fisiologia da H3Cvivo.

1.1.2. O PAPEL DO OXIDO NITRICO E DAS METALOPROTEI NASES, MMP-

2 e MMP-9, NA FIBROSE HEPATICA

O oxido nitrico (NO) é uma molécula rapidamentesiel, produzida a partir
de enzimas conhecidas como Oxido nitrico sintad€sS) que utilizam arginina como
substrato. Na literatura, essas enzimas estaaahgi@m dois grandes grupos: induzivel
(INOS) e constitutivas (eNOS e nNOS), produzinderdntes niveis de NO (Aktan,
2004; Davis et al., 2001; Murad, 1999). Oxido niirsintases constitutivas, como NOS
endoteliais (eNOS) e neuronais (NNOS), séo respeissgela producao basal de NO,
dependente dos niveis intracelulares de calcio. dear vez, a ativacdo de INOS,
coordenada diretamente pela modulacdo da sua s#prggenica, é responsavel pela
producdo de grandes niveis de NO, modulada pocit#® e/ou endotoxinas, como
TNF-a e LPS, respectivamente (Davis et al., 2001).

A coordenacdo dos efeitos do NO envolve diversdsrda como sua
concentracdo e as enzimas antioxidantes presemtesal de acdo, a sua capacidade de
difusdo e a distancia atingida, as condi¢cées gu&im sua producdo e 0S mecanismos
envolvidos nas suas acgfes (Kroncke et al., 199¢hélliand Feron, 1997), tais como a
ativacdo da cascata de cGMP e PKG (Koesling e@04) e a nitrosilacdo protéica
(Hess et al., 2001; Stamler et al., 2001). No &b fibrose hepéatica, a participacéo
do NO é bem reportada na literatura. Em modelosnasi que receberam
intraperitonealmente Cg&lseguidos de injecdo de LPS, os niveis de NO grdds
pelo figado aumentaram, demonstrado através daaf@wonde complexos nitrosilados,
cuja producdo foi revertida com a administracdoimdbidor de NOS (L-NMA),

sugerindo ao 6xido nitrico um papel regulador npatexicidade produzida por esse

10



modelo (Chamulitrat et al., 1995; Leung et al., @0@Posteriormente, alguns autores
demonstraram que NO, produzido principalmente piD$, participa na regulacao da
hipertenséo portal, freqientemente associada acdedrepaticas crbnicas, através de
suas propriedades vasoativas que se opdem aossefkdt endotelina-1 (Gonzalez-
Abraldes et al., 2002; Leung et al., 2008). Em nlexlde doenca hepética induzida pela
ingestdo de etanol, a diminuida producdo de NOspsdhulas ndo-parenquimais pode
contribuir para o dano hepético e sua producdo eosgilria por hepatécitos pode
causar dano hepético centrilobular (Nanji et &95). Além disso, a inibicdo de INOS
prejudica a recuperacao hepatica do dano causdad@geinistracdo de tioacetamida
em ratos, atribuindo um papel claramente pré-fibodtaos inibidores de INOS
(Lukivskaya et al., 2008).

Conforme mencionado anteriormente, os fatores guengiam os efeitos do NO
sdo muitos. A capacidade de combinagdo com anigrey&ido, produzindo a espécie
altamente toxica peroxinitrito (ONOO(Beckman et al.,, 1990; Rubbo et al., 1994),
pode estar envolvida no aumento do dano hepaticnedelos animais tratados com
LPS e submetidos a isquemia de reperfusdo (Ma,et95). A deficiéncia produzida
na iNOS, em camundongos, pode reduzir a fibrosatlogp aumentando a expresséao de
MMP-2 e MMP-9, atribuindo um papel deletério a emszima (Aram et al., 2008). Por
outro lado, recentemente, foi mostrado que camugunocautes para o gene iNOS
nao conferem protecdo contra administragcdo de, C&@jente conhecidamente
fibrogénico, néo diferindo em nada dos resultadd&los com camundongedld-type
em relacdo aos niveis de colageno, bilirrubinasaesaminases aumentados. Apesar
disso, nos camundongos nocaute os niveis de peag&addlipidica foram maiores,

entretanto os autores postulam que iINOS néo paatida fibrose induzida por CCI
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(Moreno and Muriel, 2006). Como pode ser observaskses e em outros estudos, os
efeitos de NO, na fibrose hepatica, ainda estdsgoelucidados.

Apesar da difusdo do 6xido nitrico a razoaveisadishs, a evidéncia da sua
producdo por parte das HSC proporcionou grande ridpcia para a sinalizagao
autocrina e paracrina dessas células. Em céluliedagtas em cultura, foi evidenciada a
presenca funcional de transportadores de amincdcaddionicos,responsivos a
citocinas, proporcionando a entrada de arginina pduncionamento de éxido nitrico
sintases (Ookawauchi et al., 1998). Outros grugosathstraram que células estreladas,
isoladas de figado humano normal, expressam cdeal§- ativados por calcio que
modulam os efeitos do oxido nitrico (Gasull et aDP1); além disso, a presenca de
MRNA para iNOS ja foi reportada, mostrando que cail@s, em conjunto com
endotoxinas, aumentam sua expressao (Casini e1%7) Nas HSC, os efeitos do
oxido nitrico sé@o bastante variados. Em célulaglesias quiescentes, isoladas de ratos,
a ativacdo de iNOS, através do tratamento com igédece endotoxinas, induz a
contratilidade dessas células (Rockey and Chur@gh)1®utros trabalhos mostram que
o Oxido nitrico funciona como uracavengerde anions superéxido, diminuindo a
proliferagéo celular resultante do tratamento cavaddres de ROS tanto em HSC
cultivadas por até trés dias, quanto em estrelaépéticas isoladas de figado fibrético
(Svegliati-Baroni et al., 2001). Além disso, NO ta&m estd envolvido na ativagcédo de
HSC por mecanismos dependentes e independenté&sMie, ma inibicdo da migracéo
de HSC estimuladas por PDGF (Lee et al., 2005) promocao da apoptose caspase-
independente dessas células, através do tratanmgemto doadores de NO e da
superexpressao de eNOS (Langer et al., 2008). Reuente, foi demonstrado que

células hepéticas sinusoidais diferenciadas previaativacdo de HSC e promovem a
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reversdo fenotipica dessas células, através daigiodde NO estimulada por VEGF
(fator de crescimento do endotélio vascular) (Deletval., 2008).

Inimeros trabalhos j& evidenciaram que a reesacdo da matriz extracelular
desencadeia sinais que colaboram com o inicioldlasi hepética (Chan et al., 2006;
limuro and Brenner, 2008), logo, a regulacdo e eg®c desses sinais sdo de
importancia nessa desordem patologica. Metaloprages sdo enzimas dependentes de
zinco que degradam matriz extracelular, tanto emdigdes fisioldégicas, como em
condi¢cbes patologicas. As MMPs sdo secretadas gordeenzimas inativas, cuja
ativacdo depende da clivagem do pré-dominio N-tesmique interage com sitio
catalitico dessas enzimas, suprimindo a atividadeeglitica (Parks et al., 2004; Yan
and Boyd, 2007). Na literatura, a classe de metalejmases denominada gelatinase
(MMP-9 e -2) tem particular importancia na fibrdsepéatica. MMP-9 e -2 degradam
coldgeno do tipo IV, presente em condi¢cdes hepgtftsoldgicas, auxiliando no
desenvolvimento da destruicdo tecidual e migragioéiulas, como HSC, ao local do
dano (Yan et al., 2008). No entanto, as gelatindaesém degradam colageno
intersticial desnaturadgélatinag, resultado da acao inicial de outras metalopnatss
e presentes em grande quantidade na fibrose, calabwm para a remogéo de parte da
matriz extracelular existente no figado fibréticBefyon and Arthur, 2001). Em
culturas primarias de HSC isoladas de ratos evadléis por 2 e 6 dias, expressando
fendtipos quiescente e ativado, respectivamentxpaessdo de ambas gelatinases ja
havia sido demonstrada, evidenciando que essdasékcretam principalmente MMP-
2 e baixas quantidades de MMP-9, cuja atividadendintonforme os dias de ativacao
da HSC (Knittel et al., 1999). Nas HSC cultivadas matriz de colageno do tipo I, a
producdo de MMP-2 e sua ativacao foram estimulddiast al., 1999; Wang et al.,

2003). Além disso, em células estimuladas com catopberbal (Sho-saiko-to), que
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previne a fibrosen vivo, a atividade de MMP-2 foi aumentada (Sakaida .et28i04).
Alguns autores sugerem que MMP-2 medeia prolifera;@vasao das HSC (Olaso et
al., 2001), mediante diferentes estimulos, comesst oxidativo, entre eles (Galli et
al., 2005). Com relacdo a MMP-9, alguns traballeatam seu envolvimento com a
cascata de ativagcao/transdiferenciacdo das HSCdtan 2007), inclusive mostrando,
recentemente, que, em subpopulacdes de HSC de figagtico, MMP-9 colocaliza-se
coma-SMA (Han et al., 2004). Entretanto seu envolvimemdo se resume a ativacao,
mas também a apoptose das HSC, conforme mostraaioestom recombinante ativo
de MMP-9 (Zhou et al., 2004).

A regulacao da atividade das metaloproteinasestarta ampla (Chakraborti et
al., 2003; Fu et al., 2008). A respeito da MMP-@roe principalmente através de um
processo mediado por metaloproteinase do tipo-memabfMT1-MMP ou MMP-14) e
TIMP-2 (Sato et al., 1996; Strongin et al., 1998iferentemente do processo de
ativacdo de MMP-9, que envolve uma cascata de umretaloproteinases, como a
MMP-13 (Ram et al., 2006). Além disso, a ocorrénd& dimeros e até mesmo
multimeros, homo e heterogéneos, cuja combinacde par implicacdes diversas, é

bastante comum (Kjeldsen et al., 1993; Malla e2808).

1.1.3. ADENOSINA EXTRACELULAR E TNF-a: PARTICIPACAO NA

FIBROSE HEPATICA E A IMPORTANCIA DAS HSC

A adenosina extracelular € um nucleosideo purioérgjue medeia varios
efeitos em diversos tipos celulares, dependendooddicdo em estudo (Hasko et al.,
2006; Nemeth et al., 2007; Zhong et al., 2005).reodelos de aorta toracica de ratos, o
tratamento com adenosina protege o endotélio camtdano induzido por #D,,
funcionando comacavengerde espécies reativas de oxigénio através do aonaent

atividade de Oxido nitrico sintase, com consequent®ento na producdo de o6xido
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nitrico (Lu et al., 2007), e, em diversos tiposutaks, adenosina regula a sintese de
citocinas como TNFe (Kreckler et al., 2006; Ryzhov et al., 2008).

Na fibrose hepética, a adenosina tem funcdo hemdédpra amplamente
demonstrada. Em modelos animais com cirrose induaichvés de administracdo de
CCl, o tratamento com adenosina diminui 0os niveis a@légeno tipo | no figado,
através do aumento da atividade colagenoliticamAlfisso, a administracdo de
adenosina também aumenta a proliferacédo celulaijeando na regeneracdo hepatica
(Hernandez-Munoz et al., 2001). O beneficio da esi@a extracelular também esti
relacionado a preservagdo da funcdo mitocondraalneanutencdo do potencial redox
das células hepaticas (Hernandez-Munoz et al.,;196andez-Munoz et al., 1997),
entre outros efeitos protetores (Chagoya de Sarettedz 1995; Odashima et al., 2005).

Os niveis extracelulares de adenosotem ser regulados por transportadores
de nucleosideos e por enzimas ligadas a membrasang@iica, como fosfatases ou
difosfoidrolases de nucleotideos (NPP), difosfdakes de nucleotideos trifosfatados
(NTPDases), ecto-5-nucleotidase (que cliva AMPodoizindo adenosina) e ecto-
adenosina deaminase (ecto-ADA), que hidrolisa asleac inosina (Yegutkin, 2008).
Na HSC, a presenca de NTPDases funcionais, cuje®sgo varia de acordo com o
estado de ativacdn vitro dessas células, ja foi demonstrada (Dranoff e@04). Em
células GRX, a expressao de NTPDases foi evidemcaédm disso, tanto a expressao,
como a atividade de ecto-5-nucleotidase foram adatias (Andrade et al., 2008),
indicando a capacidade dessas células em hidrplisaras extracelulares.

Os efeitos da adenosina extracelptatem ser mediados através de quatro
tipos de receptores, & Ag, cujos efeitos sdo mediados via proteinaeGeceptores do
tipo Axa € Agg, ligados & proteina {que estdo relacionados a vias dependentes de

cAMP e proteina quinase A (PKA) (Fredholm et alQ@, Klinger et al., 2002; Klotz,

15



2000). Além dos mecanismos relativos ao CAMP, éoitamte ressaltar que o receptor
Aoz também age via {ativando rotas que envolvem inositol trifosfates) (Linden et
al., 1999). Receptores para nucleotideos puringsgido tipo P ja haviam sido
identificados por Dranofét al (2004) anteriormente, seguindo trabalhos antexique
sugeriam a presencga dos mesmos na HSC em cultgraespondia a ATP, ADP, UTP
e UDP com aumento das concentragfes de célciaehtiar, aumento do metabolismo
de inositéis fosfato e aumento da contratilidadesde células (Takemura et al., 1994).
Dranoff et al também demonstraram a expressdo desses receptores, sstambiém
sdo dependentes do estado de ativacdo das HSM{Detal., 2004). Apesar disso, s
recentemente os receptores para adenosina foramifickelos na HSC em cultura. Em
modelos de célula estrelada hepatica isolada deeratimano, a ocupacgéo de receptores
do tipo Aa promoveu producdo de coldgeno e camundongos nec@ai@ esse
receptor apresentaram protecdo contra fibrose @siita por CCl ou tioacetamida
(Chan et al., 2006). Trabalhos posteriores tambétuériam ao receptor A os efeitos
na quimiotaxia induzida por PDGF inibida por ademassugerindo uma funcao de
“sinal de parada” para esse nucleosideo (Hashral.eR007). Apesar deste ultimo
trabalho demonstrar a expressao dos outros tiposaptores de adenosina, nhenhum
trabalho, até o momento, questionou a funcdo desnoe Além disso, esses mesmos
autores mostraram diferengas no perfil de expresido receptores de adenosina,
indicando a necessidade de mais estudos sobrawsdsesideo.

TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria, responsavel pgiea deletérias em
diversos tipos celulares. No figado, TME- secretado pelas células de Kuppfer (Jing et
al., 2008; Tomita et al., 2006) e pelas HSC (Thamuwkkarasu et al., 2006), em resposta
a um insulto patologico. A producdo exacerbadaae#®cina esta relacionada ao

desenvolvimento de desordens hepéticas alcoolib&Clain et al., 1998) e a
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administragédo de anticorpos anti-TéN& ratos alimentados com etanol atenua a necrose
e inflamacgé&o hepatica resultante (limuro et al97)9TNFe pode mediar seus efeitos
via superfamilia de receptores que se dividem em dmndes grupos, TNFR1 e
TNFR2, separados de acordo com sua associacao iaidsrde morte. TNFR1, Fas
(CD95 ou APO-1) e P75 possuem tais dominios, adram de TNFR2 e CD40
(Akazawa and Gores, 2007). As HSCs expressam arabeptores, e em cultura, TNF-
a aumenta a producdo de proteinas de matriz extifacel estimula a expressao e
SMA, indicando que esta citocina tem papel impaetama ativacdo dessas células
(Knittel et al., 1997). Paradoxalmente, essa ai@a anti-fibrogénica, diminuindo a
expressao de pro-colageno | em diversos modeld$Sde (Armendariz-Borunda et al.,
1992; Varela-Rey et al., 2002). Em células GRX eituca, TNFe esta envolvido na
proliferacdo(da Silva et al., 2003) e na regulagés niveis de lipoperoxidagdo e na
modulacdo da atividade da catalase (Guimaraes.,eR@6). As células estreladas
hepéticas possuem receptores para esta citocinantaato, curiosamente, no estado
lipocitico, essas células ndo sdo responsivasfaitesede TNFe mediados pela via do
NF-kB, devido a falha na fosforilagdo da parte inib&dédesse complexo,xB
(Hellerbrand et al., 1998).

TNF-a também esta envolvido na modulagdo da apoptoddSde Em HSC
isoladas de figado de rato, cultivadas por 7 draspéaca de poliestireno, TNé-
diminui significativamente os niveis de apoptosail€Set al., 1999). Outros trabalhos
mostram que falhas na ativacdo de ®;-seja por transfeccao celular comBl
deficiente (Qu et al., 2007) ou através de iniledalte kx (enzima que fosforila a parte
inibitéria do NFKb, IkB) (Oakley et al., 2005) levam HSC a apoptose, rsuge que
NF-kB mediaria a resisténcia das HSC a apoptose indymd TNFe. Taimr Pet al

(2003), analisaram linhagens de HSC humanas, LeXe&monstraram que essas células
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expressam o receptor para ligantes indutores det@g®relacionada ao TNF (TRAIL)
e que esses ligantes induzem apoptose na LX-2 (Tainal., 2003). Esses dados,
juntamente com outros estudos, indicam que a fardéi receptores de TNF néo esta

envolvida somente com efeitos anti-apoptoticos.

2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Considerando os dados reportados pela literatueseito da participacdo da
adenosina e TNEk- no metabolismo das HSCs e suas implicacbes n#agaim,
manutencdo, perpetuacdo e regressdo da fibrosdidagpéstudos a respeito dos
mecanismos de acde do TNFa e, principalmente, da adenosina sobre fatores
importantes da fibrose sdo de extrema importar@idoco principal em relacdo a
adenosina vem dos estudos mostrando resultados a#wl esclarecidos a respeito de
um papel benéfico ou deletério em relacdo a césiigelada hepatica. Sendo assim, o
envolvimento da adenosina extracelular, em presengaauséncia de TNé&- na
modulacdo de alguns fatores importantes na fibheggtica e, principalmente, no

metabolismo das células estrelada hepatica, festiyado.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Estudar a regulacdo dos niveis extracelular decsitean em culturas de GRX,
em presenca ou auséncia de T&yFbem como investigar a presenca de receptores de
adenosina nesse tipo celular;

. Verificar a influéncia do tratamento com adenosiaaconversao lipocitica das
células GRX, bem como estudar os efeitos de ademesbu TNFe na apoptose dessas

células em cultura;
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. Avaliar o efeito dos tratamentos com adenosinaaegtular e/ou TNF: na
producédo de Oxido nitrico;
. Estudar a regulacdo da atividade e expressao dagses, MMP-9 e -2, em

resposta ao estimulo com adenosina extracelularieé .
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MATERIAIS E METODOS
Cultura celular de GRX

Células GRX foram obtidas do Banco de células dodei Janeiro (PABCAM,
Universidade Federal, Rio de Janeiro, Brasil). &lslas foram mantidas em garrafas de
cultura celular de 25c¢m na presenca de meio de cultura Dulbecco (DMENY) 2ay/l
tampdo HEPES (ambos Sigma Chemical Company), sepkagho com 5% soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab), pH 7.4, em uma atmosferaidificada com 5% C@ até
atingirem confluéncia, quando GRX foram tripsiniase plaqueadas para os seguintes
experimentos.
Andlise de apoptose: coloracdo com DAPI e ensaiongeta

As células, a uma densidade de 3 % d€lulas/ 1,88 cf foram plaqueadas
sobre laminula redonda de vidro estéril, dispostasnterior dos pocos da placa de
cultura, e mantidas em DMEM 5% SFB até semiconfligénquando foram tratadas
com adenosina 100 pM em presenca ou auséncia dex TASFU/mL (ambos Sigma
Chemical Company) durante 24 horas, ou em presenadenosina 1 mM por 24 ou 48
horas (com troca de meio a cada 24 horas). Paliaanas niveis de apoptose através
do corante fluorescente DAPI (4'-6-Diamidino-2-pylerdole) (Sigma Chemical
Company) (Mermelstein et al., 2006), as célulaarfoffixadas com paraformaldeido
4%, acrescentado ao meio de incubacéo. Apés 10tesina 37° C, o conteudo total foi
retirado e paraformaldeido 4% foi acrescentado.sAR® minutos, a 37°C, as células
foram incubadas com PBS-Triton 0,5% por trés velmed0 minutos, a temperatura
ambiente. DAPI 0,2 pg/ mL (preparado em NaCl 0,9%) acrescentado
posteriormente, por 3 a 5 min, a temperatura aniés células foram lavadas com
NaCl 0,9% por 5 min e as laminulas foram retiragdadispostas em uma lamina de

microscopia, em presenca de FluorSave (Calbiochémpresenca de cromatina
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condensada foi analisada através de microscodlaatescéncia. Para o ensaio cometa,
as células tratadas foram tripsinizadas com trgRDTA e manipuladas com
suavidade para evitar estresse mecanico. Apdsc@mibda tripsina com soro fetal
bovino, o contetudo foi centrifugado e o pellet @uoi ressuspendido em PBS.
Laminas foram preparadas através da mistura del58aususpensao de GRX com
70uL de agarose de baixo ponto de fusdo (0.75%). Aumaiscélulas/agarose foi
transferida a uma lamina de microscopio, e cobmota agarose 1% (ponto de fuséo
normal). Apés a solidificacdo, a cobertura de agmfoi removida e as laminas foram
colocadas em solucéo de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EMdissodico e 10 mM Tris, pH
10.0, com Triton X-100 1% e dimetil sulféxido, aditados na hora) por 12 horas.
Posteriormente, as laminas foram incubadas em&wlugva tampé&o (300 mM NaOH e
1 mM EDTA, pH 12.6) por 10 min e separadas por@ieteses. Apos isso, as laminas
foram imersas em tampéao neutralizante (0.4 M Tri34-dH 7.5, 4 °C) por 5 min, antes
de adicionar 5QL brometo de etidio hg/mL as laminas e deixa-las no escuro, por 20
min, para corar o DNA. Controles positivos e negetiforam usados para cada corrida
eletroforética, para assegurar a confiabilidadprdoedimento. Imagens de 100 nucleos
(50 nucleos de cada replicata), escolhidos ao adasam analisadas para cada
tratamento. Os nucleos foram visualmente pontugdoa o tamanho da calda do
cometa, baseados em uma escala arbitraria de iBta 4, variando da auséncia de dano
até o dano intenso ao DNA, respectivamente. Sesdionao indice de dano de um
grupo poderia variar de 0 (nucleos sem calda, 100 & 400 (todos os nucleos com
calda de tamanho maximo, 100 x 4) (dos Santos,e2@06). As laminas foram vistas
em microscoipio invertido Nikon usando um acessde fluorescéncia TE-FM Epi. As
imagens foram capturadas e transferidas para o wadgr com uma camera digital

(Sound Vision Inc.). Agradecemos a aluna Ana QrstAndreazza e ao professor
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Carlos Alberto Saraiva Gongalves, que tornaramipelss execucao desta técnica e
interpretacdo de seus dados.
Sintese lipidica

Células GRX foram cultivadas em DMEM 5% SFB a wheasidade de 15 x
10* células/ 9,4 ¢ e mantidas com trocas de meio até semiconfluggaando foram
tratadas por 3 ou 6 horas na presenca ou aus@éaaaenosina 100uM. Durante as
Gltimas 3 horas de tratamento com adenosina, adeta] (1puCi/mL) (Amershan) foi
adicionado. Terminado este periodo, as célulasnfaespadas em PBS, de onde uma
aliquota foi retirada para dosagem protéica. O lymmeizado celular foi submetido ao
método de particdo de Folch (Folch et al., 195%p pxtracdo de lipidios neutros.
Aliquotas foram retiradas para contagem de radidatiie total, utilizando-se liquido
de cintilagadOptiPhase HiSafe (PerkinElmer). O volume restaoteniisturado a uma
solucdo de cloroférmio:metanol: agua (3:2:1) e rifaigiado por 5 min, a 700g. A fase
inferior foi coletada e separada. A fase supeoonfisturada, na proporcao 1:1, a fase
inferior tedrica (cloroférmio:metanol:dgua, na poogio 86:14:1) e centrifugada
novamente, por 5 min a 700 g. As fases inferiooeani entdo reunidas e misturadas a
fase superior teorica (Cloroformio:metanol:agua,pnaporcdo 3:48:47). Apos isso, 0
conteudo foi centrifugado, a 700g por 5 min, e sefmferior foi evaporada, com o
auxilio de nitrogénio, a 37°C. O pellet lipidicoi fiessuspendido em solucdo de
cloroformio:metanol, na proporcao 2:1, e aplicadosélica para separacao lipidica por
cromatografia em camada delgada (CCD) em sistemanbe éter sulflrico: acido
acético (90:10:1). A CCD foi impressionada em filmgoradiogréafico por 2 semanas a
-70°C e entdo revelada. A sintese de lipidios tamb® estudada em resposta ao
tratamento com adenosina por 30 min, durante 7, di@guindo 0S mesmos

procedimentos descritos acima ao término desteqweri
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Quantificagéo da producéo de nitrito

Para determinar a producdo de Oxido nitrico sedwepeelas células GRX em
cultura, o meio de incubacdo foi utilizado parargifi@acdo do produto final estavel do
oxido nitrico em solucgédo, nitrito (NO, usando reagente de Griess (Ignarro et al.,
1993). Células GRX em cultura foram incubadas gon 2m DMEM com 5%SFB, em
presenca ou auséncia de adenosina e/ou dN&pOs incubacao, aliquotas do meio
foram misturadas ao reagente de Griess (Reagented, % diidrocloreto de
naftiletiienodiamino em &gua destilada; Reagentd ®B: sulfanilamida em 5% &cido
fosférico), na proporcédo 1:1, por 15 minutos e angidade de nitrito foi medida a uma
absorvancia de 540 nm. Para investigar a partiggpdg receptor de adenosina do tipo
Azg e de inosina na producao de nitrito, as célulaX &Ram pré-incubadas durante 15
e 30 minutos em presenca de antagonista do recRpidRS1706 (Tocris) e inibidor
de ecto-adenosina deaminase, Erythro-9-(2-hydremgs8/1)adenine (EHNA) 10 pM
(Sigma Chemical Company), respectivamente, segudéosicubacdo com adenosina
e/ou TNFe, durante 24 horas.
Zimografia — Atividade de gelatinases

Atividade de MMP-9 e -2 foram analisadas por zinafigr(Wang et al., 2003),
com adaptacdes. Células GRX foram plaqueadas alansidade de 15 x 40,4 cnf
em DMEM 5% SFB, e mantidas com trocas regularesei® a cada 24 horas. Ap6s
atingirem confluéncia, as células foram lavadas ¥eres com solucdo salina, livre de
calcio e magnésio (CMF), e incubadas com DMEM 0@%umina bovina sérica
(BSA) (Gibco), em presenca e auséncia de TtN\d#7eu adenosina, durante 24 horas.
Apos esse periodo, as células foram utilizadas edracdo de RNA e posterior analise
com RT PCR em tempo real, de acordo com o segidipieo. O meio condicionado de

incubacdo foi recolhido e centrifugado, a 700 g p& min, para eliminar debris
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celulares. O sobrenadante foi tratado com 4 volueeacetona gelada, a 0°C, por 30
min, e centrifugado novamente, por 15min a 700gobrenadante foi descartado e o
pellet protéico ressuspendido em 1/5 do volumeaheam agua destilada. Aliquotas de
20 pL, acrescidas de tampao de amostra 4 x coaden(iiris 0,062 M, glicerol (v/v)
10%, SDS 1% e azul de bromofenol 0,001%, pH 68an submetidas a eletroforese
gel-substrato em gel de acrilamida 10% (acrilanii@&o, bis-acrilamida 0,25%, Tris
0,25M, SDS 0,06%, Temed 10.5uL e Persulfato deodd@56%) e gelatina 0,3%, com
gel de entrada 5%(acrilamida 5%, bis-acrilamidB3®, Tris 0,09M, SDS 0,07%,
Temed 6pL e Persulfato de Sddio 0,07%). Eventuaknenos géis de separacdo
apresentaram concentracado de 6% (acrilamida 6%achiamida 0,15%, Tris 0,25M,
SDS 0,06%, Temed 10.5uL e Persulfato de sodio &%056com gel de entrada 4%
(acrilamida 4%, bis-acrilamida 0,10%, Tris 0,09MDS 0,07%, Temed 6pL e
Persulfato de Sédio 0,07%). Os géis foram submetidcorrida prévia, em auséncia de
amostra, para eliminagdo de gelatina e acrilaméapolimerizada. Apos eletroforese,
a 0°C em tampéao (Tris 0,025M, Glicina 0,192M, SD$%Q pH 8,3), os géis de
separacao foram lavados duas vezes com Triton X21%% e incubadas em tampéao
(50 mM Tris, 10 mM CaG) 0.15 M NaCl), a 37°C, por 24 horas. Finalmentegéis
foram corados com 0.1% Coomassie Brilliant Blues®R2m 7.5% &cido acético e
12.5% etanol, por 40 min, e descorados em 10% &uigtico e 45% metanol, até
obtencéo de contraste ideal entre a zona digeal#@agmzima e o fundo azul do gel. Os
géis foram secos em papel celofane apropriado @aneados. A area das bandas foi
guantificada por densitometria, através do progrivi#eGE J. Os calculos foram feitos
em relacdo a média do controle igual a 1. Pardicesgéio dos pesos moleculares das
proteinas, padréo de peso molecular foi utilizadm distancia de duas canaletas entre

as amostras.
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Extracdo de RNA total, sintese de cDNA e qRT-PCR etempo real

RNA foi extraido das células, usando TRizol® (Imvfen), seguindo o protocolo do
fabricante. Aproximadamente 1ug de RNA foi usadw, 30 pl de volume de reagao
para a sintese de DNA complementar (cDNA), fei#02C (anelamento) por 5 min e
42 °C (atividade da transcriptase reversa) forusimg the primer T23V [5 ttt ttt ttt ttt

ttt ttt ttt ttv — 3']. O cDNA foi diluido a uma ppmr¢édo de 1:50 e uma aliquota foi usada
para as andlises utilizando gRT-PCR. Os seguintegumtos de primers foram
utilizados: MMP-9 [5° - cattcgcgtggataaggagt — 3ésquerda) and 5 -—
cactgcaggaggtcgtaggt — 3’ (direita)], MMP-2 [ Satgccatccctgataacctg — 3’(esquerda)
e 5 — tgtgcagcgatgaagatgat — 3’ (direita)p-@ctina [ 5’ — tactcctgcttgctgatccacat —
3'(esquerda) e 5’ — tatgccaacacagtgctgtctgg — iBéifd)] As analises foram feitas em
quadruplicatas, em ciclador de tempo real Applieasiistem 7500. A programacéo de
reacao foi composta de desnaturacgéo inicial derban8i4 °C, seguida de 40 ciclos de
10sa94°C,15sa62°C, 15s a 75 °C e 355°€ 6As amostras foram mantidas por
por 2 min a 62°C para anelamento e entdo aquet&das a 99 °C com uma variacao de
0.1 °C/s para adquirir dados para produzir a cugadesnaturacdo dos produtos
amplificados Todos os resultados foram analisados pelo métodd H&T (Livak and
Schmittgen, 2001)3-actina foi utilizada como controle interno pardds os calculos
de expressédo relativa. Para critério de compardedexpressdes, na figura 119C os
calculos foram feitos considerando os dados deessgo de MMP-9 do grupo controle
como referéncia, ainda utilizando o ggractina como controle interno.

Quantificagcéo protéica

Todos os resultados foram padronizados com os aéspe conteldos protéicos,

determinados através do método de Lowry (Lowry.efi@51)
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ABSTRACT

We investigated the release of extracellular puand the effect of inhibition of Ado
hidrolysis and transport, and the rate of purirergiease, on TNE-stimulated HSC
cell line, GRX. The extracellular hidrolysis of AT&d adenosine, the presence of
adenosine receptors in these cells were also studrurinergic release and
adenosine/ATP hidrolysis were assayed through HRiethod, in presence or absence
of TNF-a. The presence of adenosine receptors was invesiigey RT-PCR analysis.
Control and cytokine stimulated cells did not shdveggnificant secretion of purines,
and TNFe decreased levels of adenosine through the regnlafi ecto-ADA activity.
Rate of extracellular hidrolysis of both ATP aneadsine was low and GRX presented
only Az receptor. We showed that GRX cells have its egthalar adenosine levels
regulated in presence of conditions evoked by TINH-he presence of only A
adenosine receptor suggest that extracellular atemocould mediate its actions

through this receptor, in GRX cells.

Keywords: Adenosine Ag receptor, ATP, ecto-ADA, extracellular adenosine,

Hepatic stellate cells, GRX cells, nucleoside trapsrt, TNF- a.
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1. INTRODUCTION

Extracellular adenosine (Ado) has a key role asulatgr of many physiological
processes in several cell types (1, 2). Recentestigliggest that adenosine is a potent
regulator of the inflammatory response (3-5) arsl,sach, fulfill a homeostatic and
protective rolein pathological conditions such as pulmonary injury, @rdiovascular
disorders (7, 8) and liver fibrosis (9, 10). Sirmiéher acute or chronic liver injury,
leading to hepatic fibrosis, have consequent inftetory reactions, it was investigated
the effect of adenosine in an experimental modelrat§, with slowly reversible
cirrhosis, and it was described that extracelldldo decreases collagen type | levels in
the liver, stimulating collagenolytic activity hahg to the hepatic regeneration by the
increase of proliferation (11), among other pratechctions (12-14). Hepatic stellate
cells (HSCs) are nonparenchymal cells that hasngoitant role in the pathogenesis of
fibrosis (15, 16). In the normal liver, they araegcent cells, whose main functions is to
store vitamin A and probably maintain the normasdraent membrane-type matrix.
Following liver injury, HSC undergo an "activatioptocess in which they lose vitamin
A, become highly proliferative, and synthesize ftific" matrix rich in type | collagen
(17-21). Numerous reports have studied mechanisporeible for adenosine’s effect
on inflammation and found, among other actions,nhéition of TNF-a synthesis (22-
24). TNF«a is a pro-inflammatory cytokine that, in liver,rsleased mainly by Kuppfer
cells (25) and, in a minor proportion, by hepatallate cells themselves, in response to
liver injury. Intracellular signaling pathways ftnis cytokine are extremely complex
and, in hepatic environment, TNF-4s closely related to deleterious effects. The
development of alcoholic liver injury has been &dkto this cytokine overproduction
(26), and the anti-TNF-alpha antibody administratio ethanol-fed rats attenuates the

resulting necrosis and hepatic inflammation (27pré&specifically in HSC, TNIe-
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increases the production of extracellular matrigt@ins as well as-SMA mRNA, an
activation marker of these cells (28).

Several cellular models have being used to mimmeesaspects of HSC physiology (29,
30), and GRX cells line are one of them (31). Thesks present an intermediary
phenotype that may become more active with TiNifeatment or quiescent (lipocyte)
upon stimulation with retinol/indomethacin (32).

In cultured GRX cells, TNFxis involved in proliferation (33) and regulatiohlevels

of lipoperoxidation and catalase activity (34). é@ammented before, in some cells as
macrophages, the regulation of TNFroduction by extracellular adenosine has been
already described (23, 24), but very little infotroa about the regulation of
extracellular nucleoside levels by this cytokine sweeported, and there is not
information about this action in HSC.

The extracellular pool of adenosine can be regdlatenucleoside transporters and by
the activity of enzymes such as nucleotide pyrophatase/phosphodiesterase (NPP),
nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NT@®ascto-5 nucleotidase and
ecto-adenosine deaminase (ecto-ADA). On HSC, NTEPasd ecto-5’ nucleotidase
control the ATP and AMP extracellular levels, regpely, and the production of
adenosine (35); moreover, the NTPDases activitdegsending on the activation state
of these cells. In GRX cells, both expression activigdy of ecto-5’ nucleotidase and
alkaline phosphatase were reported (36). E-NTPDasg &£-NPPs expression also were
demonstrated, indicating that these cells expregkipie ecto-nucleotidases with the
potential to hydrolyze nucleotides-triphosphates tteeir respective nucleosides
[personal communicatiorde Andrade, CMB This cellular lineage presented greater
ecto-ADA activity in the myofibroblast phenotygban that observed in lipocytic

phenotypewhen this cells was converted into fat-storingsel retinol treatment (36),
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supporting the importance of the extracellular adgare levels in these cells, however,
the regulation of this enzyme remain poorly unaergt The physiological actions of
extracellular Ado are mainly attributed to the weation of adenosine receptors, four
different adenosine receptors are recognized, datdd A;, Az Az and A (37, 38).
Recently, it waglemonstrated that rat and human HSCs cell lineesspls adenosine
receptor, and the lack of this receptor protectsenftom hepatic fibrosis induced by
thioacetamide. The same group also showed thatlstilon of Ays receptor increases
collagen | levels in HSC lines, derived form ratharman (39). These results are in
contrast to that observed in liver from animalshwstowly reversible cirrhosis (11),
already commented previously, in which extraceflukdenosine plays an anti-
inflammatory and anti-fibrogenic role. Subsequetidies, using different cellular
models for HSC, also evidenced a similar involvetmeh A, receptor in hepatic
fibrosis (40, 41). Diverses studies have shown @inanother adenosine receptors in
HSC of different source, with opposite results dlibe profile of these receptors in the
various cellular models.

Because of the important anti-fibrogenic role oérasine, on the present study, it was
investigated whether GRX cells release purines h® éxtracellular medium and
evaluated if TNFa regulates this release. Besides, it was studiedntbtabolism of
extracellular ATP and Ado, as well as the role dbfFfalpha on these metabolisms. In
order to understand this metabolism, it was usexdeonside transport or ecto-adenosine
deaminase inhibitors. Additionally, the identifiat of adenosine receptors in cultured

GRX cells was also performed.
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2. METHODS

2.1. GRX cellular culture

GRX cells were obtained from the Rio de Janeirol ®aink (PABCAM, Federal
University, Rio de Janeiro, Brazil). The cells wenaintained in cell culture flasks of
25cnf in presence of Dulbecco's culture medium (DMEM)hw& g/l HEPES buffer
(both from Sigma Chemical Company, St. Louis, M&)pplemented with 5% fetal
bovine serum (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, BraziH 7.4, in a humidified
atmosphere with 5% CQuntil reach the confluence, when GRX were trypsited and
plated for the following experiments.

2.2. Determination of purines release into medium rad extracellular adenosine
hydrolysis assay

To determine the purines release into incubatiodinme, cultured GRX at density of
1,5 x 10 cells/cnf were maintained until reach the confluence, wherewgently
washed three times to remove medium and any dedgling cells, and then incubated
with HBSS (without phenol red, 15mM HEPES) for 6, B0, 60 and 90 minutes in 5%
CO, at 37-C. After incubation, the medium was removed andrdaged to eliminate
debris, and then lyophilized using speedy-vaccurhe Tresulting powder was
ressuspended in a tenth of the original volumegudis of 50 pl were analysed by
HPLC to determine the purine content, as previodsicribed by Gelaiet al (42).

To determine the metabolism of adenosine and ATitured GRX cells were
incubated with adenosine or ATP (both from Sigmae@ical Company, St. Louis,
MO), both 25uM, in HBSS (without phenol-red, 15mNEPES) for the times showed
in figures 1A and 1B.

In the experiments to determine the influence oFNSigma Chemical Company, St.

Louis, MO) in extracellular degradation of adenesicontrol and TNF 75U/mL cells
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were treated for 30 min. Erythro-9-(2-hydroxy-3-gbhadenine (EHNA) 10 uM (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO) or dypiridamolaiienzylthioinosine (NBTI),
both 10uM, were alsased. The hydrolysis of adenosine and ATP were onedsby
HPLC as described above.

2.3. Total RNA extraction, gRT-PCR and product segencing

RNA was extracted from the cells, using TRizol®v{trogen, Inc., Carlsbad, CA),
following the manufacter’s protocol. 1pg of RNA wased per 30 ul reaction volume
to the complementary DNA (cDNA) synthesis, togethdth specific primers (from
Apha DNA, Montreal, Quebec, QC) for adenosine remsp AR [5-
ctggactctcctgagggaca-3’  (Left), 5’-ccacagggcticated (Right)], AR [5-
tcaacagcaacctgcagaac-3' (Left), 5- gttggctctcgatet-3’ (Right)], As [ -
cccgacactaccccagtaga — 3’ (Left), 5’ - agtcaatgmamainagg — 3’ (Right)] andsR [5'-
ctgccttttcatgtcctgtg-3' (Left), 5’-gcgcaaacaagaagag-3’(Right)]. The cDNA was
diluted at a proportion 1:50 and 5 ul of this wasled in 20 ul of RT-PCR reaction.
The products of this reaction were separated byo2dparose (Invitrogen, Inc.,
Carlsbad, CA) gel electrophoresis and visualizg@éthidium bromide stainning. RNA
proceeding from rat testes and RAW 264.7 cells wieszl as positive control for/As
and A adenosine receptors, respectively. To further adtarise the identity of the
receptors investigated, we also used primers aoststt from another gene regions:
A.aR [5'- ttccatcttcagcctcettgg -3’ (Left), 5'- cgcagtftgtggagttc -3’ (Right)], Ag [5' —
ttggcattggattgactc — 3’ (Left), 5’ - tatgagcagtggaag— 3’ (Right)] and R [5'-
ctgccttttcatgtcctgtg - 3’ (Left), 5'- ttctattccagmacatgg - 3'(Right)]. HSC A PCR
product were confirmed by direct sequencing usimg automatic sequencer ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer armed with 50 cm cap@#s and POP6 polymer

(Applied Biosystems). DNA templates obtained frdma teal-time PCR reactions were
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purified with a PCR clean-up system (Promega Catfpmm, Madison, Wisconsin,

USA,) and 30 to 45 ng were labeled with 3.2 pmadmécific forward or reverse primer
and 2 ul of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequend®iRr100 (Applied Biosystems) in

a final volume of 10 pL. PCR samples were purifled isopropanol precipitation

followed by 70% ethanol rinsing. Precipitated produwere suspended in 10 pL
formamide, denatured at 95°C for 5 min, ice-codtgdb min and electro injected in the
automatic sequencer. Sequencing data were colleasadg the software Data
Collection v1.0.1 (Applied Biosystems).

2.4. Protein quantification

All the results were standardized with respect totgn content, determined as
described by Lowry

2.5. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate or dugplicate. Data represent
mean * standard error of mean (SEM). Differencegwassessed by ANOVA, followed
by Duncan's test, using the statistical programS$B.0 for Windows. The values

obtained in the assays were considered staticetgreht whenp < 0.05.
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3. RESULTS

3.1. Purine release into the medium in TNF-alpha &rated cells

In order to study the effect of this cytokine onripargic release by cultured GRX,
incubation medium of control and TNF-alpha treatetls was processed as described
in Materials and Methods. Our results show thati¢lrels of extracellular purines were
very low (under the detection limit of HPLC), arfeht this fact was not affected by
TNF-a treatment during the times analysed (0’, 15’, 80", and 90’) (data not shown).
3.2.Extracellular degradation of ATP and adenosine

The concentration of extracellular adenosine isaartyeimportant to determine the
adenosinergic effects. Adenosine concentrationtsataceptors are determined by a
variety of processes, which included extracelluland intracellular adenosine
generation, adenosine release from cells, cellglaptake and metabolism (2). One of
major pathways that contribute to high extracetlutalenosine concentrations is
released of precursor adenine nucleotides fromctie followed by extracellular
degradation to adenosine, by a cascade of ectmtitldees. Adenosine accumulation is
limited by its catabolism to inosine by adenosieardinase (35). In order to investigate
these pathwaysve studied the hydrolysis of ATP and of adenosipelltured GRX
cells. As seen in fig.1A, ATP was metabolized velowly reaching 15% of hydrolyses
during the first 15 min, and remaining at the sdevel from this time on (or ate 1h).
Extracellular ATP were sequentially hydrolysed t&A AMP and adenosine. The
levels of other products under the detection limit.

Similarly, adenosine was degraded by 13%; metadsotietected in the culture medium
were adenosine and small quantities of inosine. (HsJ.

3.3. Extracellular adenosine metabolism in presencer absence of TNF-alpha:

nucleoside transport and adenosine deaminase inhtbrs action.
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We then examined the effect of TNFen the hydrolysis of extracellular adenosine in
cultured GRX cells. As depicted in fig. 2A and 2Be stimulation of these cells by
TNF-o decreases the levels of adenosine while incréesebsine levels, suggesting a
positive modulation of the activity of ecto-ADA. the presence of EHNA, the rate of
production of inosine was significantly reducedemvf the cell were preincubated with
TNF-a. These results indicate that of effect of thisokyte is on ADA activity. On the
other hand, blockade of adenosine transport (by IBJyridamole) had inconsistent
effects on basal levels of adenosine as well astbeeaction of TNFe.

3.4. Identification of adenosine receptors in GRXell line

In order to investigated if adenosine receptorsex@essed on the GRX cells, a RT-
PCR reaction was performed using specified prinfersthe A, Ags, A1 and A
receptors. As presented in the fig. 3, cultured GieKs contained mRNA only for A
receptor. These data were confirmed by the useriafeps constructed from other
regions of corresponding adenosine receptors g@laa not shown) and through the
use of positive controls for #A3 (testis) and Ax (RAW 264.7). To further confirm the
identity of A;g adenosine receptor, we sequencing the productioaaas described in

Materials and Methods, indicating the correspondeéadhat found in mouse.
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4. DISCUSSION

Until we know, there is not report about the motala of ecto-Ada by TNFe. The
effect of cytokines over the activity of ecto-ADA$ been described in lymphocytes,
where this enzyme has a direct involvement on Ts @gdtivation and coordination of
the extracellular quantity of adenosine. In thesléscthis enzyme is regulated by some
cytokines such as IL-2 and IL-12, but not by TiFRhrough mechanisms that does not
involve mRNA translation, gene transcription oicalating ADA (43).

The present study demonstrated, for the first tithat TNFe regulates extracellular
adenosine concentration in cultured GRX cells tghothe increase in activity of ecto-
adenosine deaminase, with conseqient decreaseemosde levels and increment in
the production of inosine. TNFe is linked to injurious actions and hepatic damage
(44), thus, decrease in extracellular levels ofnadae could be important to the
mechanism of action of this cytokine, since thiclaaside, in liver, is related to
beneficial actions, and thus, oppose the pro-infl@tory effects of TNkt On the
other hand, the production of inosine could be irtgod in response to the injury
elicited by the TNFa treatment. Inosine plays an antiinflammatory rnal@athological
conditions such as experimental accute pancreatitis rats, improving the
microcirculatory disturbance by the prophylatic adistration of this nucleoside (45).
Additionally, inosine suppressed LPS-induced lumigammation in vivo and reduced
the toxicity of cytokines in lung cells in vitro.h€se effects were atributted to the
binding of inosine to the Aadenosine receptor, because the abundance aedeistor

in lung homogenates from rodents (46). The imprammnin the survival of mice
exposed to a lethal dose of LPS after the inogie&tment was also reported and the
reduction in the TNFe production from peritoneal macrophages treatedh wibsine

was significantly abrogated through the use of #d A adenosine receptors
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antagonists, DPCPX and DMPX, respectively, whils tytokine production can not
be prevented by dipyridamole (47). These resultsimportant because neitheg Aor
Aj receptors were detected in GRX cells. Although tise of an antagonist to,A
receptor have been prevented the effect of inosinthat work, the data about the
selectivity of DMPX to Aa or Az is not clear.

Our study also shows that both, control and Td\ffeated GRX cells do not release
purines into the extracellular medium in detectdbleels, indicating that these cells,
probably, take advantage from purines released fn@nghboring cells. In human
hepatoma HepG2 cells, it was described that thetiaddof fibrogenic stimuli as
ethanol or methotrexate stimulate the release ehaglne (39), this suggest that in
these cases, hepatocytes can be a possible sdwdenmsine useful for adjacent cells,
like HSC. Adenine nucleotide are released by n@allytypes and the released of this
serves to autocrine and paracrine functions (48, Bi®erefore, we studied, if, in these
cells, extracellular ATP can participate in the darction of adenosine through its
breakdown products. In spite of the small ATP h{ylis we can not discard this source
of extracellular adenosindTP can be hydrolysed by extracellular enzymesh sas
NTPDases, that result in the production of AMP, akhin turn, can be converted to
adenosine, through ecto-5’-nucleotidase/CD73 (Bbthe hepatic environment, some
studies have given attention to the role of hydsislyof AMP in the production of
adenosine(50). In GRX cells, it was demonstratedPAMdrolysis leads to production
of adenosine and inosine, suggesting that thiseotide is a source for the extracellular
production of adenosine (36kupporting the possibility of extra cellular ATP
contribution on the nucleoside levels.

When we investigate the possible effectors of tt@a of adenosine in the GRX cells,

our study demonstrated the presence of mMRNA omAfg adenosine receptor, this

41



result was confirmed with sequencingsfadenosine receptor product of PCR reaction
(data not shown). This result is different of theported in immortalized rat hepatic
stellate cells (HSC-T6) and LX-2 human hepaticlatelcell, and in thioacetamide-
treated mice which presented more types of adeeaoséteptors (39). Several
experimental models have been developed over #s ye an effort to understand HSC
physiology and not all of these cell types shasesaime features in their isolament and
establishment process, which includes the transtbom with SV40T, isolament from
experimental diseases, spontaneously immortalizahoough the cultures, and others
(29, 30). GRX comes from a local damaged, a granmatous hepatic lesion produced
by aSchistosoma mansomeuced mice fibrosis, where the injury is limit¢gl). Thus,
differences in experimental conditions could refletifferences about profile of
adenosine receptor expression. In agreement wigh tthe same group that evidenced
various types of adenosine receptors in hepatltatecells, also shows discrepancies
between mouse HSC primary culture, that display RN A3 but not for A receptor,
and LX-2, which display mRNA for Abut not for Areceptor (40). The 4 adenosine
receptor, in HSC, is involved in hepatic fibrosiogression, because its stimulation
with a seletive agonist increases the productiocatiagen type | and adenosing,A
receptor-deficient mice are resistant to thioacetaamduced hepatic fibrosis (39), but
the existence of more receptors in HSC, upon depwwithe cell type, suggest that
other functions, even beneficial, can be assigneathier adenosine receptors. In other
cells types involved in fibrotic conditions, such@ardiac fibroblast, the overexpression
of A,g receptors decreases the basal levels of collagém@tein synthesis, while the
underexpression of this receptor yields the contediects (52). Further, the long-term
stimulation of Ag receptors improves the cardiac function after mydic infarction

(7). Although in pulmonary fibrosis this receptoashdeleterious actions (53), its
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functions in GRX need to be investigated. In patabur results shows that the activity
of ecto-ADA is surprisingly low in the control cgllin contrast to that observed in other
cells (54), where the extracellular hydrolysis deaosine is characterized by the high
speed of appearance of metabolites. This is anestiag fact, in view the well-known
propertie of Ag adenosine receptor, termed low-affinity recep&)( In lymphocytes,
ecto-ADA increases the affinity of ,A receptor for agonist NECA, and this receptor
works such as an anchoring-protein for this memitgipe enzyme (56, 57).

In conclusion, this study showed that GRX cells @gponsives to both extracellular
adenosine and TNE&; with regulation of the extracellular levels ofstmucleoside by
the cytokine. This result clearly demonstrates itn@ortance of this regulation to
coordinate the amount of adenosine available tdiate its effects, which could be

through receptor 4, identified in this cells and showed in this work.
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5. LEGENDS

Figure 1: ATP and adenosine metabolism in culturedsRX cells. The cells were
incubated with HBSS without phenol red in preseoc&TP 25 uM (A) or adenosine
25 uM (B) at the indicated times above. The comeg¢ed incubation medium was
analysed for purines content through HPLC as desdrin Materials and Methods.
Relative concentrations of ATP or adenosine andr thgdrolysis products are
expressed as initial concentration percentage ¢ ) or adenosine (B), respectively.
Figure 2: Effect of ecto-ADA and nucleoside transprt inhibitors on TNF-a
stimulated adenosine hidrolysis in cultures of GRX.Confluent GRX was pre-
incubated with nucleoside transport inhibitors (dgamole/ NBTI (both 10uM) or
ecto-ADA inhibitor (EHNA 10uM) for 10 min, followedy incubation with adenosine
and/or TNFe 75U/ml for 30 min. The incubation medium was asaly for purines
content through HPLC as described in Materials &ethods. Values shown are
means * S.E. for 3 independent experiments expitess@ercentage of non-hydrolysed
adenosine (A) and inosine produced (B). Differaitekrs means statistical difference
from the other groups.

Figure 3: Adenosine receptors on the surface of dured GRX cells. Total RNA was
extracted from GRX cells cultured in DMEM 5% SFBdathe RT-PCR reaction was
performed as described in Materials and Methods. 8how indicates the size product

which correspond to the adenosing; Aeceptor.
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Figure 2
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Figura 3
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CAPITULO llb

“ESTUDO DA ACAO DA ADENOSINA NA SINTESE LIPIDICAE SOBRE
APOPTOSE DE CELULAS GRX TRATADAS COM ADENOSINA EM

PRESENCA OU AUSENCIA DE TNF-a”
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Influéncia do tratamento com adenosina na conversalipocitica de células GRX
em cultura

No estado fisiolégico, as células estreladas hegstipossuem fendtipo
quiescente ou lipocitico, caracterizado pela pigEsede gotas lipidicas em seu
citoplasma, cuja perda se da em resposta a um (armemman, 2008). Uma das
hipéteses na regressao da fibrose é a reversatpienodessas células, que pode ser
acompanhada do aumento na sintese de lipidiostamdo na volta daqueles depdsitos
em seu citoplasma. Para estudar a influéncia daoad® na sintese de lipidios nas
células GRX, as culturas foram tratadas conformeeN&s e Métodos. Como visto nas
figuras 111 e 112, nem o tratamento de 3 ou de Babpem presenca de adenosina,
alterou significativamente o perfil de lipidios guzidos por essas células, indicando
que, durante esses periodos, 0 nucleosideo ndolanadiintese de lipidios neutros
produzidos pela GRX. A gquantidade de radioatividéokal dos extratos lipidicos
também ndo foi alterada em presenca de adenosi@mteuos periodos estudados
(Tabela I1). Conforme mencionado anteriormentesatamento com adenosina, com
duracdo mais longa também foi realizado para avalg&ntese de lipidios, no entanto, o
tratamento durante 7 dias, com pulsos diarios dai8Qndo resultou em modulagédo da
sintese lipidica (dado ndo mostrado).
Andlise do indice apoptético em células estimulada®m adenosina e TNFe

Alguns trabalhos mostram que adenosina extracakedaia apoptose em alguns
tipos celulares (El-Darahali et al., 2005; Hashetal., 2005), e apoptose de HSC pode
auxiliar na regresséao de fibrose hepatica (Kisselnd Brenner, 2006). Além disso, a
participacdo de TNIle-nos processo de apoptose € bastante conhecidstarto, em
relacdo a HSC, os dados na literatura ainda satradibdrios. Os experimentos

seguintes foram feitos com o objetivo de analisarflaéncia do TNFe e adenosina
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sobre a apoptose das células GRX em cultura. @meatto de 24h com adenosina 100
MM, em presenca ou auséncia de T&yF&o estimula a formacdo de cromatina
condensada, caracteristico da presenca de apdptgaea 113). Concentra¢cdes maiores
de adenosina, associadas a tempos maiores de gaculbambém foram utilizadas para
avaliar a influéncia do nucleosideo na apoptosecélagas GRX. Conforme figura 114,
podemos observar que ndo ha formacéo de corposdéipop, semelhante ao grupo

controle. Os resultados foram confirmados com ensaineta (dado ndo mostrado).

57



2045 0O controle
B0 - = O adenosing
50
% 40 4
30 4
20 4
by M
D T Fr-‘ T n_l T T I'.-H Iﬂﬁ
S, ¥, @R
K F 2 S
D s &
07 @ &5 X
= oy &

Figura 111: Efeitos do tratamento com adenosina nancorporacéo de [“C] acetato
em lipidios totais As células foram tratadas com adenosina 100nddbados com
[**C] acetato (1uCi/mL) durante 3 horas. Apés serespadas, as células foram
sonicadas e utilizadas para extracao de lipidiasstdOs lipidios totais foram separados
por CCD, que foi impressionada em filme autoradifigo. O filme foi analisado por
densitometria, e a area das bandas resultantegidoiificada. Os valores representam
percentual de incorporacdo dé&'(] acetato. Resultados em médiaep. CCD:

cromatografia em camada delgada; Fosfolip.: Fqsftibs; TG: triacilglicerol.
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Figura 112: Efeitos do tratamento com adenosina pd horas na incorporagédo de
[*“C] acetato em lipidios totais. As células foram tratadas com adenosina 100 pM
durante 6 horas, em presenca dé&'C][acetato (1uCi/mL) durante as 3 Ultimas hora.
Apoés serem raspadas, as células foram sonicad@lizadas para extracao de lipidios
totais. Lipidios totais de aliquotas foram extraido separados por CCD, que foi
impressionada em filme autoradiogréfico. O filmeliografico foi analisado por
densitometria e a area das bandas resultantesidotificada. Os valores representam
percentual de incorporacdo dé&'d] acetato. Resultados em médiaep. CCD:

cromatografia em camada delgada; fosfolip.: fodfo$i; TG: triacilglicerol.
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Tabela 11: Incorporacdo de [“Clacetato em lipidios totais nas células GRXAs

células foram tratadas com adenosina 100uM, durZree6 horas, e incubadas com
[**C] acetato (LuCi/mL) durantes as trés Ultimas hal@sxperimento. Apds serem
raspadas, as células foram sonicadas. A radidatlei total foi medida com auxilio de

contador de cintilagdo liquida. Resultados expessn média de cpm/mg proteina +

ep.

CPM/ mg proteina

3 horas 6 horas
Controle 22204,9 + 3930 40047,2 + 5788
Adenosina 23722,4 + 4261 446656,0 + 9283
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Control

TNF + Ado

Figura 113: Efeito do tratamento de TNF-a, em presencga ou auséncia de adenosina,
sobre a apoptose de culturas de GRX tratadas por 2Horas. As células foram
tratadas com TN-75 U/mL e/ou adenosina 100 uM, e coradas com Déé¢acordo
com Materiais e Métodos. A visualizacdo de cronsationdensada foi feita através de

microscopia de fluorescéncia. ADO: adenosina. @bn@ontrole.
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ADO 24h

Control 48h ADO 48h

Figura l14. Efeito do tratamento de adenosina 1mM @ apoptose de culturas de
GRX tratadas por 24 e 48 horasAs células foram tratadas com adenosina 1mM,
durante 24 ou 48 horas, e coradas com DAPI, delaaom Materiais e Métodos. A
visualizacdo de cromatina condensada foi feitavésrale microscopia de fluorescéncia.

ADO: adenosina; Control: Controle.
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CAPITULO llIc

“PRODUCAO DE OXIDO NITRICO EM CELULAS GRX TRATADAS COM

ADENOSINA E/OU TNF-a”
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Producéo de nitrito por cultura de células GRX tratadas com adenosina e/ou TNF-
a

Com o objetivo de estudar a influéncia de TiNE-adenosina na produgéo de
nitrito pelas células GRX em cultura, os experirasrforam feitos conforme descrito
em Materiais e Métodos. De acordo com a figuradl&atamento com TNE; durante
24 horas, aumentou a producéo de nitrito. Esseodt@ipotencializado na presenca de
adenosina, resultando em uma maior produgdo déonitmmparada com os demais
grupos. No entanto, a produgéo de nitrito em reapms tratamento com adenosina néo
diferiu do controle.
Efeito da inibicdo de ecto-ADA na produgé&o de nitto

Nosso grupo ja demonstrou que ThFAmodula os niveis extracelulares de
adenosina, produzindo inosina. Varios trabalhosming que esse metabdlito pode
mediar algumas funcdes, inclusive antiinflamatgriesy alguns modelos celulares
através do seu transporte intracelular ou atraaégecdo a receptores de adenosina,
tais como o receptor do tipoyfHasko et al., 2000; Liaudet et al., 2002; Schrregde
al., 2006). Tendo em vista esses dados, a pag&gpde inosina na producdo de nitrito
foi investigada, através do uso de inibidor de -@dd#, EHNA (Figura 116). Os
resultados obtidos mostram que a inbicdo da hgir@ixtracelular de adenosina, com
consequente diminuicdo na formacdo de inosinanpe@i®é 0 aumento na producéo de
nitrito causado por TNk
Envolvimento do receptor de adenosina do tipo A na produc¢ao de nitrito

A presenca do receptor,/Anas células GRX foi observada recentemente pelo
nosso grupo. Para estudar a participacado do recAptpas células GRX foram pré-
incubadas com MRS1706, antagonista seletivo desseptor, seguida de incubacgao

com adenosina na presenca de Td\NESonforme observado na figura 117, o bloqueio
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dos receptores de adenosina do tipg Aiminui a produgdo de nitrito resultante do
tratamento com adenosina e TMFEsses resultados sugerem a participacdo desse
receptor mediando os efeitos da adenosina no aandantprodugédo de nitrito em

presenca de TNE-.
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Figura II5: Efeitos do tratamento de adenosina e/ouTNF-alfa na producéo de
nitrito. As células GRX foram semeadas em placa de 24 welin uma densidade
celular de 3x104 céls/1,88 émrsendo mantidas até semi-confluéncia, quando foram
tratadas com TNF-alfa 75U/mL e/ou adenosina 100pM24 h. O meio de incubacao
foi utilizado para a analise da producdo de nitpigdo método de Griess e as células
foram utilizadas para dosagem de proteina. Resgitamin média + ep. Letras

diferentes representam grupos estatisticamenteedts, com p < 0,05.
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Figura 116: Efeitos da inibicdo da adenosina deaminase na prodé@o de nitrito em

células GRX tratadas com TNF-alfa e/ou adenosinaAs células GRX foram

semeadas em placa de 24 wells, sendo mantidagemieconfluéncia, quando foram
pré-incubadas com inibidor de ecto-adenosina dessajnEHNA 10uM, durante 10
min, seguida por tratamento com TNF-alfa, adenosifu EHNA por 24 horas
adicionais. Dosagem de nitrito no meio de incubap@am meétodo de Griess e
quantificacdo protéica com as células. Resultadosmgdia + ep. Letras diferentes

representam diferencas significativas, com p §.040lo: Adenosina.
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Figura II7: Efeito do antagonista seletivo de receptor para adesina do tipo A2b

na producdo de Oxido nitrico nas células GRX tratags com TNF-alfa e/ ou
adenosina.As células GRX foram semeadas em placa de 24 we#isdo mantidas até
semi-confluéncia. Os experimentos foram conduzitgpresenca do antagonista de
Az, MRS1706 10 nM, durante 10 min, adicionado comotgatamento antes da adi¢cao
de TNF-alfa 75U/mL e/ou adenosina 100 uM, por 2dab. Dosagem de nitrito no
meio de incubacdo pelo método de Griess e quat#iw protéica com as células.
Resultados em média * ep. Letras diferentes rempaasediferencas significativas, com

p < 0,05. Ado: Adenosina.
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CAPITULO Iid

TRABALHO EM ANDAMENTO
“ATIVIDADE E EXPRESSAO DE MMP-9 E MMP-2 EM RESPOSTA AO

TRATAMENTO COM ADENOSINA E/OU TNF- @~
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Efeito do tratamento com adenosina e TN na atividade gelatinolitica das MMP
9e?2

MMPs 9 e 2 desempenham papel importante na migr@iaso et al., 2001) e
até mesmo na apoptose de HSC (Zhou et al., 200hsid@erando a importancia dessas
enzimas, meio condicionado dos diferentes tratamsefioi concentrado e analisado por
zimografia, conforme Materiais e Métodos. De acardm a figura II8A, células GRX
tratadas com adenosina, durante 24 horas, aprementama atividade de MMP-9
menor, comparada ao grupo controle. Adicionalmeptetratamento com TNE-
aumentou a atividade de MMP-9, sendo esse efaitindido a niveis de controle, em
presenca de adenosina. Com os resultados aindeamosta presenca de MMP-2, cuja
atividade diminui em presenca de TME/ou adenosina (Fig.118B). Na zimografia feita
em gel de acrilamida 6%, o tratamento com adenassutou no aparecimento de um
proteina com atividade de gelatinase na regido Qe K3la, cuja atividade diminui
dramaticamente na presenca de Td\{@ado ndo mostrado).
Quantificagdo da expressdo de mRNA de MMP-9 e -2 emulturas de GRX
tratadas com adenosina e/ou TNfe

A atividade de metaloproteinases pode ser regulatia diversos niveis,
incluindo mecanismos pos-transcricionais, niveis tlanscritos, entre outros
(Chakraborti et al., 2003; Fu et al., 2008). Nauitat de verificar a influéncia dos
tratamentos no processo de transcricdo das gedasinas niveis de transcritos foram
guantificados por gRT-PCR. Segundo observado nadidl9A, o tratamento com
TNF-o aumentou significativamente a expressdo de mRNMBE-9 em cerca de 4
vezes com relagdo ao controle. As células tratadasadenosina apresentaram niveis
de expressdo semelhantes aos niveis do grupo leprendretanto, na presenca de TNF-

a, 0 tratamento com adenosina diminui significatieate a expressao de MMP-9, a
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niveis maiores que o controle, diferentemente dalteédo observado com a atividade
da gelatinase.

Em relagéo a expressdo de MMP-2, tanto os tratam@oim adenosina e TNF-
a, quanto o tratamento com adenosina, em presencaitdeina, aumentaram
estatisticamente os niveis de transcritos de MMHRefira 119B) sem existéncia de
potencializagéo das agOes do TlEem o tratamento com adenosina. Com o objetivo
de comparar as expressées de MMP-9 e MMP-2 naksdantrole, os célculos para
determinar a expressao relativa foram feitos uatildo-se MMP-9 como gene
normalizador. Células controle apresentam niveis W@RNA de MMP-2
significativamente maiores em relagédo aos niveiSIbE-9; no entanto, esse resultado
nao se reflete na atividade gelatinolitica deseasras (Figura 119C).
Participacdo do receptor Ag nos efeitos de adenosina nas atividades das
gelatinases

Considerando os efeitos de adenosina nas atividddeMMP-9 e -2, nos
experimentos posteriores, estudamos o0 envolvimdatoeceptor do tipo A& nessas
acdes. Como pode ser observado na figura [I10Apgukio do receptor A, através
do tratamento com antagonista seletivo, MRS1706)eata a atividade de MMP-9,
acima dos niveis do controle, indicando que otafeia adenosina sobre a atividade da
metaloproteinase em questao séo via recepi@rOAmesmo foi evidenciado durante a
incubacdo das células GRX com MRS1706, em presdacdNFe e adenosina,
sugerindo claramente que os efeitos de adenosbra 8MP-9 sdo mediados atravées
do receptor Ae.

Os receptores A podem mediar seus efeitos através de mecanismos
envolvendo cAMP, ativacdo de PKA, e uma série decatas de fosforilacdo

sequenciais a ativacdo inicial de adenilato ciclddém disso, podem mediar acfes
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através do IR via proteina G¢Klotz, 2000)Os dados mostrados no inset indicam que a
regulacdo da atividade proteolitica de MMP-9 poelersediada por cCAMP, segundo
mensageiro envolvido diretamente na ativacdo depteres de adenosina do tipgsA
Com relagéo a atividade de MMP-2, podemos obsearo bloqueio dos receptores
Ag reverte o efeito de adenosina sobre a metalopestej aumentando a atividade da
mesma. Resultado semelhante pode ser visto cogaoelo efeito do antagonista no
tratamento com adenosina, em presenca de d,Nsugerindo a participagdo do

receptors Ag mediando os efeitos de adenosina (Fig. 1110B).
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Figura 118: Atividade de MMP-9 e -2 em culturas deGRX tratadas com adenosina,
em presenca ou auséncia de TNé&- Culturas semi-confluentes de GRX foram
tratadas com adenosina e/ou TddFem DMEM 0,2% BSA, durante 24 horas. As
atividades de MMP-9 (A) e MMP-2 (B) foram quantdfdas no meio condicionado de
incubagdo concentrado através de zimografia emdgeacrilamida 10%, conforme
descrito em Materiais e Métodos. Resultados spmeesos em média + ep, calculados

em relacdo a média do grupo controle, considefiada
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Figura 119: Regulacdo dos niveis de transcritos d®MP-9 e -2 em células tratadas

com adenosina e/ou TNFe. Culturas semi-confluentes de GRX foram tratadas com

adenosina e/ou TNE&-em DMEM 0,2% BSA, durante 24 horas. O meio cowdgiado

de incubacéo foi utilizado para zimografia e asllesl utilizadas para quantificacdo da

expressdo de MMP-9 (A) e -2 (B) atraves de reat¢ tRTPCR, conforme Materiais e

Métodos, utilizandop-actina como gene normalizador. O grafico C remiesa

comparacdo da expressdo de MMP-2 em relacdo a MMR® células do grupo

controle. Resultados sdo expressos em media + ep
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Figura 1110: Participacao do receptor A;g na regulagéo das atividades de MMP-9 e
-2 em culturas de GRX tratadas com adenosina, em @senca ou auséncia de TNF-
a. Culturas semi-confluentes de GRX foram pré-incubadarante 15 min com
antagonista de receptor,h MRS1706 10nM, seguidas de tratamento com ademosin

e/ou TNFe e MRS1706 em DMEM 0,2% BSA, durante 24 horas. Rardicar o
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envolvimento de cAMP nestas ac¢les, as células fdratadas durante 24 horas,
conforme Insert, para a atividade de MMP-®oAMP 500uM). As atividades de
MMP-9 (A) e MMP-2 (B) foram quantificadas no meiondicionado de incubacé&o
concentrado através de zimografia em gel de addrh0%, conforme descrito em
Materiais e Métodos. Resultados séo expressos aehiamép, calculados em relagédo a

média do controle igual a 1.
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3. DISCUSSAO

Fibrose hepética € uma condicdo patoldgica marcadi@minflamatéria. A
distor¢cao da arquitetura do figado, bem como deshtjdo do espaco de Disse, perda de
fenestras entre células sinusoidais e a mudancaatlaeza das sinalizacdes inter-
celulares (Bataller and Brenner, 2005; Guo anddiran, 2007; Iredale, 2007; Poli,
2000; Saile and Ramadori, 2007; Tsukada et al.620e acompanham o processo
fibrogénico sdo os responsaveis, entre outroseat@ela participacdo dessa doenca no
ranking dos dez principais responsaveis pela malge brasileiros, em 2004.
Consequéncias como hipertensdo portal (Schuppai\faiidl, 2008), perda de éareas
funcionais do figado — através da presenca desfiiieacolageno do tipo | — e a evolucao
para cirrose (Schuppan and Afdhal, 2008), na gérgiga do dano, fazem da fibrose um
importante assunto de saude publica e foco de @stuentificos.

3.1. Receptor Ag e a regulacéo dos niveis extracelulares de adensi

Inimeros grupos de pesquisa ja descreveram o papéhflamatério da
adenosina. O aumento da atividade colagenoliticdigexdo de modelos animais com
cirrose induzida por Cglo estimulo a proliferacao celular, auxiliando ngereeracao
hepatica (Hernandez-Munoz et al., 2001), e outfeitos sdo prova de seus beneficios
nas situacoes de dano hepatico(Hernandez-Mundz &£984; Hernandez-Munoz et al.,
1997) (Chagoya de Sanchez et al., 1995; Odashiaig 2005).

E conhecido que, em varios tipos celulares, a aiiemdnibe a sintese de
citocinas como TNFe, e que, no figado, esta citocina participa daagée das HSC,
aumentando a expressaocd8MA nessas células. Além disso, estimula a pronldea
determinadas proteinas de matriz extracelular (&lret al., 1997), entre outros efeitos

marcadamente pro-inflamatérios. Entretanto, poecsabe a respeito da regulacédo dos
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niveis extracelulares desse nucleosideo, dos nsecaside acdo que medeiam seus
efeitos e dos seus receptores nas diversas HSdifedmntes origens.

No presente estudo, demonstramos que &NEgula os niveis de adenosina
extracelular em culturas de células GRX, atravésedalacdo da atividade de ecto-
ADA, hidrolisando adenosina e, consequentementagatando a producdo de inosina.
O efeito de citocinas sobre a atividade de ecto-A@iAlescrito em linfocitos, onde esta
enzima tem um envolvimento direto na ativacdo dala® T e na coordenacdo da
guantidade de adenosina extracelular. Nestas sglelsta enzima é regulada por
algumas citocinas como a IL-2 e IL-12, mas naoTpdF-a, através de mecanismos que
ndo envolvem mRNA traducéo, transcricdo genéticasaniveis de ecto-ADA (Cordero
et al., 2001).

A adenosina extracelular, no figado, esta asso@aagbes benéficas (Chagoya
de Sanchez et al., 1995; Odashima et al., 2008)r&anto, a regulacdo dos seus niveis
extracelulares pode resultar na modulacdo dos séeitos. Nas células GRX,
demonstramos que o TNFdiminui a quantidade de adenosina extracelulage Efeito
pode ser importante para o mecanismo de acao destama, uma vez que a adenosina
se oporia aos efeitos primordialmente pré-inflamagbdo TNFe, cujo aumento esta
relacionado ao estabelecimento do dano hepaticoolRm lado, a produgéo de inosina
pode ser importante em resposta ao tratamento chfol Inosina possui papel
antiinflamatério em condi¢des patoldgicas, tais egmancreatite aguda experimental
em ratos, melhorando a microcirculagdo (Schneideal.e 2006). Adicionalmente,
inosina diminui a inflamag&o pulmonar induzida p®Sin vivo e reduz a toxicidade
de citocinas nas células de pulméo,vitro. Estes efeitos antiinflamatérios foram
atribuidos a ligacdo da inosina aos receptores dégmosina do tipo 4 devido a

abundancia dos mesmos no homogeneizado de pulmdoederes (Liaudet et al.,
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2002). A sobrevivéncia de ratos expostos a dosé det LPS, apds o tratamento com
inosina, também j& foi descrita, e a reducdo dayp@& de TNF: em macréfagos
peritoneais tratados com inosina foi significatieste revertida através da utilizacao de
antagonistas de receptores da adenosina do tipaAA(Hasko et al., 2000Entretanto,
de acordo com nossos dados, nao observamos anexastle receptores; & A para
adenosina, nas células GRX.

Através dos resultados, sugerimos que estas céldlassecretam purinas em
quantidades detectaveis no meio extracelular, gm#gntemente do tratamento com
TNF-a, sugerindo que as células GRX utilizariam purisasretadas pelas células
adjacentes a elas. Em células humanas de hepatept@2tifoi descrito que estimulos
fibrogénicos como etanol ou metotrexato estimulalberacéo de adenosina (Chan et
al., 2006), sugerindo que, nesse caso, 0s hepst@mtieriam ser uma possivel fonte de
adenosina util para células adjacentes, como HSC.

Nucleotideos de adenina sdo secretados e execusp@ pnportante na
sinalizacdo paracrina e autécrina (Brake and Julid86; Dranoff et al., 2007; Kruglov
et al., 2007). Além disso, considerando que GRXrasga enzimas que permitem
hidrolisar tais nucleotideos e produzir adenosivadfade et al., 2008), a partir dos
mesmos, a hidrolise extracelular de ATP tambéne$biidada.. Os resultados com o
metabolismo de ATP mostram que, apesar da baixa dexhidrélise, ndo podemos
descartar essa fonte de adenosina extracelular. T® Aode ser hidrolisado
extracelularmente através da acdo de enzimas carR®akes, produzindo AMP, cuja
degradacéo, pela ecto-5'-nucleotidase / CD73, teesuh formagdo de adenosina
(Dubyak and el-Moatassim, 1993). Na insuficiénagdtica, alguns grupos tém dado a
atencao para o papel da hidrolise da AMP na praxde&adenosina (Peng et al., 2008).

Em células GRX, foi demonstrado que a hidrolise AMP leva & producdo de
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adenosina e inosina (Andrade et al., 2008), suderijue este nucleotideo poderia
colaborar com a produgéo de adenosina extracelular.

Ao investigar as possiveis a¢fes da adenosinaéias GRX, nosso estudo
demonstrou a presenca de mRNA apenas para o rec®poA identidade desse
receptor foi confirmada posteriormente atravéseatgisnciamento do produto de PCR
do receptor Ag de adenosina. Varios modelos experimentais forasemolvidos ao
longo dos anos, com o objetivo de compreenderialdgga da HSC. Porém, esses
modelos celulares ndo foram estabelecidos a plartinesmo protocolo para isolamento
(no caso de culturas primarias) e estabelecimgmtinhagens celulares, utilizando-se
diferentes mecanismos que incluem a transformatcdeés de transfecgdo com SV40T,
isolamento experimental a partir de doencas, ifipagio espontédnea através de
culturas e outros (Gutierrez-Ruiz and Gomez-Quig@f)7). A exemplo disso, GRX é
oriunda de um granuloma produzido por uma les@atie induzida por Schistosoma
mansoni. Esta célula encontra-se em estado intégnee apresenta a capacidade de
ser induzida a expressar tanto o fenétipo quiesceamanto o fenétipo mais ativado, em
resposta aos tratamentos com retinol/indometacinal MF-, respectivamente. Os
resultados obtidos estudando a expressao de rezgpl® adenosina neste tipo celular
sdo diferentes daqueles observados em céluladadassehepaticas imortalizadas de
ratos (HSC-T6), em linhagens de células estrelagpsdticas humanas (LX-2) ou em
homogeneizado de figado de camundongos tratados tioatetamida, que
apresentaram diferentes tipos de receptores deosidan(Chan et al., 2006). Além
disso, Hashmet al mostraram também discrepancias entre cultura pandér HSC de
camundongo, que exibem mRNA paras, Mas ndo para recepton,fe a linhagem
humana, LX-2, que exibem mRNA para amas ndo para o receptog (dlashmi et al.,

2007). Receptores A, nas HSCs, estdo envolvidos na progresséo daséilitepatica,
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pois o tratamento com agonista seletivo deste tecapmenta a producdo de colageno
tipo | (Chan et al., 2006; Che et al., 2007). Osmmas autores ainda mostraram que
ratos com deficiéncia do receptoppAde adenosina sao resistentes a fibrose hepéatica
induzida por tioacetamida, atribuindo um papel afagnte pro-fibrogénico para a
adenosina (Chan et al., 2006). Entretanto, a exigt&le mais receptores de adenosina
nas HSCs e a dependéncia destes em relacdo a atigenglulas em estudo, sugerem
que outras fungdes, mesmo benéficas, possam krriddis aos outros receptores desse
nucleosideo. Em outros tipos de células envolvabrs fibrose, tais como fibroblastos
cardiacos, a superexpressao de receptaoegdihinui 0s niveis basais de colageno e de
sintese protéica, enquanto a sua expressao diraiteridefeitos contrarios (Chen et al.,
2004). Além disso, a estimulagédo a longo prazordosptores A melhora a funcéo
cardiaca apos infarto miocardico (Wakeno et alQ620Apesar disso, na fibrose
pulmonar este receptor tem acdes deletérias (Saln 2006).

Paralelamente, mostramos que a atividade de dofo-A surpreendentemente
baixa em células de controle, ao contrario do gobsarvada em outras células (Casali
et al., 2003), onde a hidrolise de adenosina exduker é caracterizada pela alta
velocidade do aparecimento de seus metabdlitos. &g fato interessante, tendo em
vista a conhecida propriedade dos receptopgsl@ adenosina, denominados receptores
de baixa afinidade (Feoktistov and Biaggioni, 19%0s linfocitos, ecto-ADA aumenta
a afinidade do agonista NECA para o receptes, Auncionando como proteina de
ancoramento desta enzima de membrana (Herrera 20@1; Pacheco et al., 2005). Em
conclusao, os dados obtidos mostraram que as s€hlRX sao responsivas para ambos
adenosina extracelular e TNE-com a regulacdo dos niveis extracelulares do

nucleosideo por esta citocina.
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3.2. Apoptose e quiescéncia de células GRX

Em virtude das consequéncias debilitantes da dibreepatica, estudos que
investigam as possibilidades de reversdo do procégsético sdo importantes.
Experimentos com ratos tratados com Q@bstraram que a regressao de uma cirrose
avancada € possivel (Jin et al., 2005). Entre osami®nos propostos na literatura,
estdo a reversao fenotipica e a apoptose das s@ateeladas hepaticas. Talvez, a
regressao da fibrose ou de uma cirrose ja instaa@amediada por uma mescla entre
os dois processos, uma vez que a apoptose das Ht8@das traz uma questdo
relevante: quem substituira as HSCs no papel ddupém de matriz extracelular na
nova condicdo? Sendo assim, a reversao fenotiidarip ser uma resposta a essa
questdo. Alguns autores exploram o potencial derséo fenotipica das HSC. No
modelo GRX, essa propriedade tem sido extensivamesiudada, e tratamentos com
retindides e indometacina levam a reversdo ao ifemdipocitico da célula GRX ja
ativada (Borojevic et al., 1990). Um indicativor@eersao fenotipicas dessas células é a
sintese de lipidios, devido as caracteristicas 8&Hem acumular gotas lipidicas em
seu citoplasma. Considerando a importancia de rdatar o possivel papel da
adenosina neste processo, as células GRX foraadasicom adenosina, durante 3 e 6
horas e por periodos mais prolongados (7 diasp patudar a sintese de lipidios,
entretanto, nossos resultados demonstram que asdeosideo ndo atua nesse
mecanismo de reversao fenotipica da GRX, pelo memmrsmeio desse mecanismo. A
apoptose, em resposta ao tratamento com adenosngdém ao tratamento com TNF-
a, também foi estudado. Nossos dados indicam que TRfo, nem adenosina
induzem apoptose das células GRX. Os resultadadosbtom adenosina diferem dos
dados encontrados na literatura, para outros tphdares. Em células de carcinoma

gastrico, adenosina extracelular induz apoptosesquelve o processo de transporte de
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nucleosideo (Wang and Ren, 2006). Em linhagem gatbma humano, Li-7A, o
tratamento com adenosina resulta em apoptose atdavétivacdo da via da caspase-3
(Wen and Knowles, 2003). Além disso, esse nucleosidduz apoptose em musculo
liso de artérias humanas, através do recepip(Peyot et al., 2000). Por outro lado, os
dados mostrados com o tratamento com TINEstdo de acordo com a grande maioria
dos trabalhos com culturas de HSC, que mostramsagf-apoptéticas para esta
citocina (Saile et al., 2001; Saile et al., 199%)esar de alguns trabalhos com HSCs
sugerirem papel contrario para o TMFestas células (Malhi et al., 2006; Novo et al.,
2006; Saxena et al., 2004), as a¢les anti-apogsd@o mais coerentes, uma vez que a
apoptose colabora para a regressao da fibrosedofs@naos efeitos primordialmente

pré-inflamatoérios do TNFe

3.3. Regulacéo da producédo de NO

A dinamica dos efeitos do 6xido nitrico (NO) € rouitariada e, por vezes,
obscura (Guzik et al.,, 2003). Na fibrose hepatecaresenca de NO tanto pode ser
relacionada com efeitos benéficos, quanto deletéeicaté mesmo inexistentes. No
figado, o oxido nitrico é produzido intracelularfeeem resposta a administracdo de
TNF-o e LPS aos ratos, sugerindo que essa pequena tadigotilica € um importante
mediador da hepatoxicidade nesse modelo de i@@hamulitrat et al., 1995; Leung et
al., 2008) . No entanto, o oxido nitrico também eder efeitos protetores, devido as
funcdes fisiologicas de vasodilatador, sendo beaéfa manutencdo da hemodinamica
tecidual (Gonzalez-Abraldes et al., 2002). O presestudo mostrou que o tratamento
com TNFe aumenta a producdo de NO, em células GRX. Nosl@staom outros
modelos de HSCs, os resultados obtidos evidencizenagparticipacdo de TNkha
producdo de NO seria limitada a potencializacdo efegos produzidos com LPS e

IFN-y (Rockey et al.,, 1998). Existem poucos estudos mnaodd a modulacdo da
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producdo de NO em resposta ao tratamento com ol NFeckeyet al demonstraram
gue em HSC, com fenétipo lipocitico, o tratamerdmcTNF,, durante 24 horas, nao
modifica a producdo de NO (Rockey and Chung, 1998)entanto, a interpretacéo dos
resultados deve considerar o estado de ativacBi®@a Células estreladas, em fenétipo
guiescente, ndo sdo responsivas aos efeitos dexTiédiados por NkB, em virtude
da falha na fosforilagéo do inibidor desse fatotrdascricao porxk (Hellerbrand et al.,
1998). Esse evento prejudicaria a sintese de iN@Sresposta a citocinas, processo
controlado através da expressédo de seu mRNA, quémaima regido promotora para
NF-xB (Aktan, 2004). Tal fato poderia explicar a falha producdo de NO nessas
culturas primarias quiescentes de HSC estimuladas FNFa. Células GRX
apresentam um fenoétipo intermediario, previameriead@o, sendo responsivas aos
efeitos desta citocina em relacdo a producéo de NO.

A participagéo da adenosina na producéo de NO ismraportada na literatura,
em inimeros modelos experimentais. A adenosinaesitriar modula positivamente o
transporte de L-arginina, podendo influenciar nadpgdo de NO, em células
endoteliais de veia umbilical humana (Wyatt et2002). Em aorta toracica de ratos, o
tratamento com adenosina, durante 12 horas, aumemtatividade da eNOS e,
consequentemente, a producdo de NO, com implicdygiesficas para esse efeito (Lu
et al., 2007). Com relac&o ao receptegg, Astudos mostram que este receptor medeia 0s
efeitos da adenosina na producao de 6xido nitritze enodulacdo de NOS (Kemp and
Cocks, 1999; Olanrewaju and Mustafa, 2000) em esutioos celulares, entretanto,
nosso estudo ndo encontrou modulacédo da produgdxiatenitrico em células tratadas
com adenosina. A inexisténcia dessa modulacéo iposer explicada pela ocorréncia
de desensibilizacdo dos receptores. A desensibilizacdo € um fendbmeno comum para

muitos receptores, incluindo os receptores acopladproteina G, como os receptores
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de adenosina, por exemplo. Esse evento pode ssponsavel pelas perdas de eficacia
terapéutica de muitas drogas e pode ocorrer emstsp longa duracédo do estimulo no
receptor em questdo, ou em razao da presencaadecalicentracbes de seu agonista,
através do desacoplamento da proteina G destgsoex® ou em virtude da propria
internalizacdo destes receptores (Klaasse et@83)2No caso do recepton# esse
fato é bastante descrito (Breschi et al., 2007 hiskat et al., 2001; Wang et al., 2004) e
nao parece ser relacionado com mudangas na expréssé receptor. Apesar de nao
regular a producdo de NO por si sO, a presencaleieoaina potencializou a acao de
TNF-o na produgéo de 6xido nitrico, sendo esse efeitondiido com o bloqueio dos
receptores Ag através do uso de antagonista seletivo, MRS1706ermdo a
participacdo desse receptor na mediacdo dos eftat@lenosina extracelular sobre a
producédo de nitrito pelas células GRX. A modulagéaeceptor de adenosina do tipo
Aos em presenca de citocinas ja foi descrita na tite#a Em células da astroglia
humana, o tratamento com TNE-durante 24 horas, aumentou a ligagédo do receptor
Ajga proteina G, aumentando a resposta funcional cexsptor, claramente atenuando
sua desensibilizacdo, sem modificagdo nos niveiprdieina e expressdo de mRNA
(Trincavelli et al., 2004). Por outro lado, em ¢&uepiteliais intestinais, a regulacdo do
receptor Ag foi mediada pela super-expressdo do mesmo, estilmyor TNFe, que
potencializou o recrutamento depR para a membrana plasmatica das células em
guestdo (Kolachala et al., 2005). Considerando pmgco se sabe a respeito da
regulacdo do receptor A esses dois mecanismos podem ser considerados na
explicacdo dos resultados encontrados. Além dispopducdo de NO pode ser regulada
através da participacdo de cAMP, produzido pelagdio dos receptoresi Tal acao

ja foi demonstrada em culturas de neuroeptelion@s@l et al., 2004), através da

regulacdo da Oxido nitrico sintase neuronal por BAEm células endoteliais de aorta
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de boi, a descoberta de elementos responsivo8MPB oa regido promotora da enzima
eNOS representa um novo mecanismo de regulacépdassado dessa enzima (Niwano
et al., 2003). Esses e outros trabalhos (Ray andshHdlh, 2006) sugerem que a
regulacdo da expressdo de NOS por cAMP pode redketna produgcdo de 6xido
nitrico.

A regulacdo dos niveis extracelulares de adengsida controlas as a¢fes desse
nucleosideo. Além disso, metabdlitos da adenosorap inosina, produzida através da
hidrolise extracelular mediada através de ecto-@gpa deaminase, também podem ter
efeitos. Em células de Sertoli, inosina aumenteodygdo de NO, e pode ser um fator
intermediério dos efeitos de TNFha producao de nitrito, uma vez que seus niveis sa
regulados por esta citocina (de Souza et al., 2006y)ando em consideracdo 0s
resultados que demonstram uma modulacéo da atevidedcto-ADA em resposta ao
tratamento com TNFk; analisamos o resultado da inibicdo dessa enzibeae sa
producdo de nitrito em células estimuladas com GNém presenca de adenosina. Os
dados sugerem que o0 bloqueio de ecto-ADA, com cgimsge aumento da
concentracdo extracelular de adenosina, estimaotiaanais a producdo de nitrito, em
presenca de TNE; sugerindo que a acéo da adenosina sobre ossedessta citocina na
producdo de nitrito provavelmente ndo esta relaclara sua hidrolise, e consequente
producao de inosina.

Os efeitos de NO sao dependentes da concentracénteda no local de agéo,
com niveis < 1uM (baixos niveis) relacionados at@sediretos, como a via PKG-
cGMP. Por outro lado, concentragdes maiores que, Inddieiam os efeitos indiretos
do NO, como nitrosilacéo protéica e outros (Daviale 2001). Os efeitos bifasicos do
oxido nitrico ja foram demonstrados em linhagensnaerofagos, apresentando acdes

diferenciais com relagdo a atividade de MMP-9 (Rignet al., 2007). Na HSC,
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conforme descrito anteriormente, a migracdo deafiehs LX-2, estimuladas com
PDGF e Rac-1 (GTPase pequena, envolvida em pracasgoatorios) € inibida através
de doadores de NO (Lee et al., 2005). O Oxidoaoittambém pode funcionar como
scavengerde espécies reativas de oxigénio, produzindo p@toto, diminuindo a

producdo de mRNA dei(l) pro-colageno em co-culturas de HSC e neutrsfilo
previamente estimulados com FMLP (f-Met-Leu-Phe)gi6i et al., 1997). E necessario
aprofundar os estudos em torno dos efeitos do Giitico, devido aos diversos fatores

que estao envolvidos na regulacdo de suas agoes.

3.4. Modulagéo de MMP-2 e MMP-9

O resultado final da fibrose hepatica € a formagaocicatriz fibrética. No
processo fibrogénico, ha a substituicdo da mattiaeelular previamente existente por
outra, densa e fibrosa. Sendo assim, € razoavehpea importancia das enzimas que
iniciam esse processo. As metaloproteinases (MM&s)enzimas zinco-dependentes,
subdivididas em varios grupos, incluindo as getairs, MMP-2 e MMP-9 (Clark et al.,
2008). Essas ultimas tém como substrato fibrasotfegeno do tipo IV, presentes em
grande quantidade na matriz normal do figado. Lega, papel no inicio da fibrose é
fundamental, uma vez que facilita a migracdo dalaglcomo HSC, além de criar a
possibilidade de substituicdo por matriz fibroticeca em colageno do tipo I. A
elevacdo de MMP-9 e -2 ocorre ap0s uma unica deseCk em ratos, com picos de
expressao coincidindo com a expressao de citoaaflamatorias (Knittel et al., 2000).
Na HSC, MMP-9 pode estar envolvida na cascataatesdiferenciacdo dessas células,
estando, inclusive, co-localizada cas'SMA em algumas subpopulacées de HSC,
conforme descrito recentemente (Han et al., 200)n disso, seu papel na apoptose
das HSC vem sendo estudado. MMP-2 esta envolvidengmacéo e proliferacdo em

alguns modelos de HSC (Olaso et al., 2001). Cordasrproprio nome, as gelatinases
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também degradam gelatina, que sao fibras de calagetesnaturadas e pequenas,
resultantes da degradacgé&o prévia por outras metééapases, sugerindo a participagédo
das MMP-9 e -2 na remocdo da matriz fibrotica jétdtada. O presente trabalho
mostrou que tanto adenosina, quanto Td\fegulam a atividade de ambas gelatinases.
Nas células GRX em cultura, o tratamento com TiNBurante 24 horas aumentou a
atividade e expressdo de MMP-9. A regulacdo de MMPm resposta ao tratamento
com TNF«a, tem sido estudado e descrito extensivamenteteatlira, em diversos
tipos celulares. Em linhagens de HSCs humanas,, Ld9@ratamento com TNE-
induziu a degradacdo de&B, ativando o fator de transcricdo NB; levando ao
aumento da atividade de MMP-9, e, em mondcitos nosial NFe induz a transcricao
génica de MMP-9 através da ativacao dedBHNguyen et al., 2006). Recentemente,
em linhagens de colangiocarcinoma, foi demonstcpgo TNFe, via receptor TNFR1
ativa tanto ERK 1/2 e p38, quanto MB; que estdo intimamente relacionados a
producdo e ativacdo de MMP-9 (Itatsu et al., 2008)IMPs, sintetizadas como
zimogénios, sdo secretadas ou permanecem ligadagerdbrana plasmaticas, e,
subsequentemente, sdo processadas e ativadasdeepgara o local de degradacao de
seus substratos. A regulacdo das gelatinases modatisgida através de multiplos
niveis, incluindo a regulacdo por seus inibidofE81Ps), expressao génica, regulacdo
pods-transcricional, entre outros. MMP-9 possuiositregulatérios para fatores de
transcricdo como NkB e AP-1 em sua regido promotora (Yan and Boyd7Ra®que
explicaria o efeito encontrado em resposta ao akiicom TNFe, cujas acdes podem
ser mediadas via translocacdo de #¥-para o nucleo, aumentando a expresséo e,
consegulente, a atividade de MMP-9, nas células @Rptesente trabalho mostra que o
tratamento com adenosina diminui a atividade de MlMBeja em células controle ou

em células estimuladas com TNFOs resultados obtidos com MRS1706 sugerem que
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esse efeito € mediado pelo receptes. A ativacao dos receptoresgipode resultar na
ativacdo tantos da proteina Gs, quanto da prot&igaproduzindo cAMP e B
respectivamente (Feoktistov and Biaggioni, 1997omCo objetivo de testar o
envolvimento de cAMP na atividade das gelatinassscélulas foram tratadas em
presenca de um analogo nao-degradavel de cAMP,MBcA resultado observado
sobre a atividade de MMP-9 em resposta a presemga@MP corrobora os dados
obtidos com o uso de antagonista dgMA O efeito do tratamento com adenosina sobre
a atividade de MMP-9 estd de acordo com o efeitcrite por Chanet al que
evidenciaram, em culturas da linhagem LX-2, queratainento com agonista de
receptor Aa suprimiu a atividade da MMP-9 (Chan et al., 20@8) culturas de células
dendriticas, expostas a condigbes de hipdxia, a@&reypressdo do receptorygd
acompanhada do aumento de sua funcionalidade,cdek®a a inibicdo da atividade de
MMP-9, via mecanismo dependente de cAMP e protgimaase A (PKA) (Zhao et al.,
2008). A elevacdo dos niveis de cAMP também reduldP-9 em modelos
experimentais de neutrdfilos (Ernens et al., 2096)e queratindcitos. Nesse ultimo
estudo, o aumento de cAMP, através da ativacdoddeilato ciclase por forskolin,
inibe o efeito de EGF na inducdo de MMP-9 . O esiaidda sugere que essa agao seria
suportada pela cascata de MAP-quinases (McCawlaly, &000). Nas células GRX, a
diminuicdo da atividade de MMP-9, em resposta a@amtnento somente com adenosina,
ndo foi acompanhada da diminui¢cdo nos niveis aesdrdaos de MMP-9, comprovando
o amplo nivel de regulacdo da MMP-9 e sugerindomecanismo pos-transcricional
para tal efeito. Apesar disso, o tratamento conm@glaa, em células estimuladas com
TNF-a, diminui também a expressdo de mRNA de MMP-9, geothando a
diminuicdo da atividade detectada no sobrenad&higosamente, o tratamento com

adenosina resultou no aparecimento de uma banda 3(#0Kda, com atividade de

90



MMP, observada em gel de poliacrilamida 6%. A fog&de multimeros, hetero ou
homogéneos de MMP é bastante comum (Kjeldsen ,e1303; Triebel et al., 1992).
Recentemente foi descrita a existéncia de um melltirde aproximadamente 300 Kda,
formado por pro-MMP9 e proteoglicano, entretantmgsscaracteristicas bioquimicas
sao alteradas em relacdo ao mondmero de MMP-9 gMalal., 2008). A composicao
do multimero observado nas células GRX tratadas adenosina, cuja atividade
diminui em presenca de TNE-ndo foi esclarecida, sendo necessario o uso de
anticorpos especificos para MMP-9 e MMP-2.

Ao contrario de MMP-9, MMP-2 nédo possui regidouladora para AP-1, e
possui uma regido TATA box. Segundo Chakraleiral, a expressao dessa gelatinase
é “constitutiva”, respondendo modestamente a fatdeecrescimento e citocinas ampla
(Chakraborti et al., 2003; Fu et al., 2008). Aléissd, diferentemente das outras
MMPs, cuja atividade é regulada através de umaatase ativacdo, envolvendo outras
MMPs, a atividade de MMP-2 é coordenada por uma MiiBorada a membrana
(MMP-14) e por um inibidor de MMP, TIMP-2 (HernamzdBarrantes et al., 2000).
Apesar dessa peculiaridade na regulagédo, evideosiaue tanto o tratamento com
TNF-0, quanto o tratamento com adenosina, em presencauséncia de TNE;
diminuem a atividade de MMP-2, sendo as ac¢des daoastha extracelular também
mediadas pelo receptor/A

Conforme comentado previamente, a ativacdo de t@espdo tipo Ag pode
induzir a formacdo de cAMP. A coordenacdo das ad@edIMP-2 em resposta ao
cAMP é bem reportada pela literatura. Em cultuedslares de fibrosarcoma, o uso de
agentes que elevam o nivel de cAMP diminui o efé&dosfolipase Ana ativacdo de
pro-MMP-2, com o envolvimento de ERK %2 (Lee et aD06). Nossos resultados de

expressao génica, obtidos em resposta ao tratamsentoadenosina, entretanto, nao
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coincidem com os dados de atividade de MMP-2, sugera existéncia de mecanismo
pés-transcricional, que pode estar relacionado @mproducdo de cAMP. Essa
afirmacao é suportada pelo estudo anterior queédambostra, em culturas células de
uma linhagem de fibrosarcoma, o aumento nos nikei$IMP-2 em decorréncia do
estimulo da producédo de cAMP através do aumentatidaade de adenilato ciclase,
por forskolin (Lee et al., 2006). Além disso, adévricia de uma expresséo de TIMP-2,
responsiva a cAMP, com a cooperacdo de fatoresadsctricdo como NF-Y e Spl,
como mostrado em culturas de células epiteliaisaeer de mama, colabora com a
hipotese de regulacéo pds-transcricional da atiédie MMP-2 (Han et al., 2001). Para
tanto, deve-se considerar que a atividade de MMR:@ordenada, entre outros fatores,
por TIMP-2, que possui papel complexo na modulat@a@tividade da gelatinase em
questdo. TIMP-2 é necesséria para a ativacdo ddlghie-2, através da ligacdo com
MMP-14 - metaloproteinase de membrana -. Concedgsaequimolares de TIMP-2 e
MMP-14 sédo essenciais para esse processo (Wald &091). Logo, o aumento dos
niveis de TIMP-2, induzido por cAMP, desloca o &b desse processo em favor da
inativagéo de pro-MMP2.

Nossos resultados claramente demonstram que tdatmsina, quanto TNé-
modulam aspectos importantes da fisiologia da geha GRX. Os dados mostrados
contribuem para elucidar os efeitos da adenosinsaeetular, sobre a resposta
inflamatdria gerada por TNé&- e ainda sugerem que os fatores modulados, NO e
MMPs, podem estar relacionados. Em modelos de H8T,diminui a migragéo
estimulada por VEGF. Nas células GRX, adenosinanpidliza os efeitos de TNkna
producao de NO, via receptopgfe diminui a atividade de MMP-9, cujas fungcbes@sta
intimamente relacionadas a migracdo. Além dissopdulacdo da atividade de MMP-9

em resposta ao NO ja foi extensivamente descritéiteratura, existindo, inclusive,
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modulacdes bifasicas dessa atividade, ou sejagntmactes baixas de NO aumentam a
atividade de MMP-9, ao passo que concentracdes altas resultam em efeito
contrario, levantando a hipotese de que o NO piddugelas células tratadas com
TNF-o poderia regular positivamente a atividade de MMR-Que a potencializagcéo
dessa producdo, resultando em niveis maiores de di@inuiria a atividade da

gelatinase em questéo, trazendo um mecanismoaaiiegie regulacao.

4. CONCLUSOES

Em resumo, com o presente trabalho, demonstram®semn células GRX, os
niveis extracelulares de purinas sdo bastante b&x@o sao alterados na presenca de
TNF-0, sugerindo que essas células fazem uso das puiodsizidas pelas células
adjacentes. Também evidenciamos que as taxas d@idedtanto de ATP, quanto de
adenosina sdo baixas, comparando-se com outros tellares. No entanto, em
presenca de TNE; a hidrolise de adenosina foi aumentada, em cdéseip do
aumento da atividade da enzima ecto-adenosina daseni

Os efeitos da adenosina sobre a producédo de axkidoo (NO), e atividade e
expressado das gelatinases, MMP-9 e MMP-2, tambéamfinvestigadas, em presenca
e auséncia de TN&-e, conforme observado nos dados obtidos, o trati@mmeom
adenosina pode regular as acdes do tNRdenosina potencializou a acdo do ThWF-
sobre a producéo de NO, provavelmente sem o emvehtd de inosina, uma vez que a
inibicdo de ecto-adenosina deaminase ndo revedsa gotencializacdo. Adenosina
diminui a atividade de MMP-9, em auséncia e presete; TNFe, revertendo o efeito
dessa citocina, inclusive ao nivel de expressaboeama adenosina sozinha néo tenha
tido a mesma acéo, observada sobre a atividadeMie-81 Alémd disso, o tratamento
com adenosina diminuiu a atividade de MMP-2, ealttet ndo potencializou a acdo do

TNF-0, que também diminuiu a atvidade de MMP-2, em mesee auséncia de
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adenosina. Os dados obtidos com a técnica de PCRemapo real, mostrando um
aumento na expressdo do mRNA de MMP-2 em respostatamento com adenosina,
com ou sem a presenca de ThlFsugerem a existéncia de mecansimo pos-
transcricional no controle dessa enzima.

A adenosina extracelular pode desencadear suas dgdmdo-se a quatro
diferentes subtipos de receptores de adenosinadAAzx € Acs. ApOs a identificacdo
do receptor Ag nas células GRX, investigamos a sua participacde efeitos
encontrados com adenosina. Conforme observado eesltados utilizando-se
antagonista seletivo do receptossA0 receptor Ag tem papel importante, tanto na
producao de NO, quanto na regulacédo das atividel&MP-2 e MMP-9.

Estudos futuros séo necessarios para entendersaqgi@ncia funcional dessa
modulacdo, na GRX. Além disso, sdo importantes, wem que pouco se sabe a
respeito das acdes da adenosina extracelular na étB@eral. Logo, a atribuicdo de

um papel benéfico ou deletério a esse nucleosidda aecessita muita pesquisa.

5. PERSPECTIVAS

* Analisar a expressdo de INOS nas células GRX @atadm adenosina, em
presenca ou auséncia de ThlHsem como investigar a influéncia do receptor de
adenosina do tipo A na modulagéo dos niveis de transcritos desse gene;

» Confirmar o perfil de expressao de MMP-9 e -2, eas@nca de antagonista de
receptor Ag.

* Analisar a expressao do gene do receptgrein células tratadas com TNE-

* Investigar, com o auxilio de anticorpos para MM@{dMP-2, a constituicdo da

banda de 300 kDa, observada em gel de acrilamida 6%
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