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“Descobri como é bom chegar

guando se tem paciéncia,

e para se chegar onde quer que seja,
aprendi que néo é preciso dominar a forca,
mas a razao.

E preciso, antes de mais nada, querer.

Um dia é preciso parar de sonhar,

Tirar os planos das gavetas e,
De algum modo, partir...”

(Almir Klink)
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RESUMO

A fibrose € uma doenca cronica do figado que representa uma das maiores
causas de mortalidade humana e é caracterizada pelo acumulo de matriz
extracelular em resposta a lesdo hepdatica cronica. Importantes causas de
lesBes hepaticas crénicas séo: hepatites virais, doencas metabdlicas, doencas
autoimunes e exposicao a substancias quimicas, como alcool ou drogas. As
células GRX sdo uma linhagem representativa das células estreladas hepaticas
(HSC), que estd associada ao desenvolvimento da fibrose que, em ultimo
estagio, é a cirrose. No figado saudavel, estas células apresentam um fenotipo
quiescente ou lipocitico, caracterizado pela sua capacidade de armazenar
goticulas lipidicas. O &cido gdlico est4d envolvido em vVarios processos
bioldgicos, tais como a inibicdo do crescimento celular e apoptose, além de
possuir uma variedade de acdes farmacoldgicas, incluindo as atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobiana e antitumoral. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos in vitro do &cido galico sobre o fendtipo das
HSC. Os resultados obtidos mostraram que o acido galico é capaz reduzir a
proliferacéo celular, induzir o fenétipo quiescente nas HSCs pelo aumento de
goticulas lipidicas, provavelmente pela ativacdo do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo gama, bloqueio da sinalizacdo de fator de
transformacao do crescimento beta 1 e diminuicdo da expressédo do colageno
tipo I. Estes resultados demonstram que o acido galico pode ser um novo
agente terapéutico para o tratamento de fibrose hepatica.

Palavras-chave: acido galico, fibrose hepatica, células estreladas hepaticas,
proliferacao, inflamacéo.



ABSTRACT

Fibrosis is a chronic liver disease that is a major cause of human mortality and
is characterized by the accumulation of extracellular matrix in response to
chronic liver injury. Important causes of chronic liver injury are: viral hepatitis,
metabolic diseases, autoimmune diseases and exposure to chemicals, such as
alcohol or drugs. The GRX cells are a representative line of hepatic stellate
cells (HSC), which is associated with development of fibrosis, in the last stage is
the cirrhosis. In healthy liver, these cells exhibit a phenotype or quiescent
lipocyte characterized by its hability to store lipid droplets. Gallic acid is involved
in several biological processes such as cell growth inhibition and apoptosis also
has a variety of pharmacological actions, including antioxidant activity, anti-
inflammatory, antimicrobial and antitumor. The aim of this study was to
investigate the in vitro effects of gallic acid on the phenotype of HSC. The
results showed that gallic acid is able to reduce cell proliferation, induce
quiescent phenotype in HSCs by increasing lipid droplets, probably by
activating peroxisome proliferator-activated receptor gama, decrease of
transforming growth factor 1 signaling and decreased expression of collagen
type I. These results demonstrate that the gallic acid may be a novel therapeutic
agent for treating hepatic fibrosis.

Keywords: gallic acid, hepatic fibrosis, hepatic stellate cells, proliferation,
inflammation.
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CAPITULO 1

1.INTRODUCAO

1.1 Fibrose Hepatica

A fibrose hepatica, apés dano hepatico, € caracterizada pela resposta
cicatricial do figado, através da producdo e deposicdo excessiva da matriz
extracelular (MEC), principalmente colageno tipo | (1). As principais causas de
fibrose hepatica nos paises industrializados incluem infec¢bes cronicas virais
como hepatite C (HCV) e hepatite B (HBV), abuso de alcool e esteato hepatite
ndo alcodlica (NASH) (2). Ao sofrer lesGes cronicas, h& substituicdo
progressiva do parénquima hepatico por tecido cicatricial (3) ocorrendo a
deposicao de proteinas da MEC, formando uma cicatriz fibrosa por induzir uma
distorcdo na arquitetura hepatica, e consequentemente ao desenvolvimento de
nédulos de hepatdcitos em regeneracdo que se define como cirrose. A partir
disto, hd uma disfuncdo hepatocelular e aumento da resisténcia intra-hepatica
ao fluxo sanguineo, o que resulta na insuficiéncia hepéatica e hipertenséo portal,

respectivamente (4).

O figado possui uma capacidade regenerativa notavel, sendo que as
lesbes progridem lentamente ao longo de décadas, pois tem a capacidade de
restaurar qualquer perda de massa e ajustar as suas dimensdes, enquanto ao
mesmo tempo fornecer suporte completo para a homeostasia do corpo durante

O processo regenerativo inteiro, onde o ritmo é influenciado por fatores

genéticos e ambientais (5).

1.2 Células Estreladas Hepaticas

As Células Estreladas Hepaticas (HSC, do inglés, Hepatic Stellate Cells)
foram descobertas por Kuppfer, em 1876 e caracterizadas quase um século
depois por Ito e Nemoto, sendo também chamadas de lipocitos, células
armazenadoras de vitamina A, células intersticiais ou células de Ito (6-8). Estéo
localizadas no espaco perisinusoidal de Disse. Classicamente este espaco
define-se como uma zona limitada pelos hepatocitos e pela parede sinusoidal

formada pelas células endoteliais sinusoidais (7-9). O espaco perisinusoidal de
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Disse contém fibras nervosas e componentes da MEC como fibras de colageno

dos tipos | e Il e componentes da membrana basal (10).

As HSC constituem 5-8% do numero total de células hepéticas
considerando as parenquimatosas (hepatécitos), endoteliais (sinusoidais e
vasculares), células de Kupffer (macréfagos hepaticos) e as células epiteliais
da via biliar. As HSC manifestam dois fendtipos distintos: miofibroblastico
(quando estdo ativadas) e lipocitico (quando estdo quiescentes), como
demonstrado na Figura 1. Quando expressam o fenétipo miofibroblastico estao
essencialmente envolvidas com a producao da MEC e controle da homeostasia
do tecido conectivo hepéatico. O aumento do numero e ativacdo dos

miofibroblastos hepéticos esta associado a fibrose e cirrose (10).

FIGURA 1. Morfologia das células estreladas hepaticas em figado normal. A: diagrama da
sinusoéide hepético demonstrando a orientacao relativa de células estreladas (em azul, indicado
por setas Foram descobertas por Kuppfer, em 1876 e caracterizadas quase um século depois
por Ito e Nemoto) no sinusoidal arquitetura. B: desenho de alta resolugdo das células
estreladas situado no espaco subendotelial. Adaptado de Friedman, S (11).

As mudancas no espaco perisinusoidal de Disse durante o
desenvolvimento da fibrose em resposta a alguma lesdo no figado incluem
alteracOes tanto no comportamento celular quanto na composi¢cédo da MEC. A

ativacdo das HSC leva a deposicdo de matriz fibrotica e perda das
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microvilosidades dos hepatocitos precedendo a faléncia hepatica. A ativacao

das células de Kuppfer tem acao paracrina sobre as HSC (12).

Expressando o fendtipo lipocitico, seu citoplasma se caracteriza por
conter goticulas de gordura onde esta a vitamina A (retinol) (6, 7, 9). Mais de
90% da vitamina A hepatica, aproximadamente 80% do total do organismo €&
captada, armazenada e metabolizada nas HSC, que podem ser identificadas

pela autofluorescéncia desta vitamina (8, 9).

O desenvolvimento de fibrose hepatica é baseado na ativacdo das HSC
que sofrem mudancas fenotipicas caracteristicas. Essa ativacdo € um processo
patoldgico que se caracteriza pela perda das goticulas de vitamina A, aumento
de tamanho e do numero de células além da diferenciacdo das HSC em células
proliferativas, fibrogénicas, contrateis muito similares aos miofibroblastos (6, 9,
13).

A ativacdo das HSC consiste em duas subfases: iniciacdo e perpetuacao,
seguidas pela fase final chamada resolucao (9). A iniciacdo, também conhecida
como estagio pré-inflamatério, é resultante de alguns fatores como:
estimulacdo paracrina por células vizinhas incluindo o endotélio sinusoidal,
hepatécitos e plaguetas, ativacao das metaloproteinases de matriz (MMP) que
liberam fatores de crescimento estimulando o crescimento celular e fiborogénese
(14). A perpetuacdo das HSC envolve mudancas no comportamento das
mesmas como: proliferacdo, quimiotaxia, fibrogénese, contratilidade,

degradacdo da matriz extracelular e perda de retinoides (9).

Um grande numero de citocinas e mediadores sollaveis intercelulares
estdo relacionados a alteracbes no comportamento e fendtipo das HSC, que ao
sofrerem estas mudancas levam ao desenvolvimento da fibrose, onde

desenvolvem um fenétipo contrétil e fibrogénico (6, 12, 14).

13



Na resolucdo, as HSC podem sofrer apoptose ou voltarem a exibir um fenétipo
quiescente, 0 que seria benéfico para o tecido hepatico (8). A Figura 2 resume
0 processo fibrético.

Contratilidade

Proliferagao

ATIVAGAO
Célula estrelada Células estrelada e ror
quiescente (normal) ativada (dano) g
Citocinas, o
—  peptideos, De«_:r.adagao de
ECM, outros matriz
= Quimiotaxia
¢ HSC

.

Recrutamento
HCC

FENOTIPO

ATIVAGAO E PERPETUAGAO

RESOLUGAO

FIGURA 2: Ativacdo da célula estrelada hepatica. Uma caracteristica fundamental da
patogénese da fibrose e cirrose hepatica € a ativacdo das células estreladas hepaticas. Sendo
que, este processo de ativacdo € complexo, tanto em termos dos eventos que induzem a
ativacao e os efeitos de ativacdo. Sao responsaveis pela inducdo multiplos estimulos incluindo,
mas nao se limitando a citocinas, peptideos e a prépria matriz extracelular (15).
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1.3 Reverséo e tratamento da fibrose hepatica

Atualmente ndo ha um tratamento padrdo para a fibrose hepatica (16).
Sendo considerado um processo irreversivel, a terapia mais efetiva continua
sendo a remocédo do agente causador da injuria hepatica (2). Novas estratégias
de tratamento tém sido criadas sobre uma base de evidéncias crescentes que
documenta a reversibilidade da fibrose hepatica e a compreensao detalhada da
biologia das HSCs ativadas (17).

Os avancgos na compreensdo das bases fisiopatoldgicas da fibrogénese
agora estdo levando a novas abordagens terapéuticas, sendo a estratégia mais
eficaz para reversdo da fibrose com uso de substancias antifibréticas, inibindo
a deposicdo de matriz, sintese de colageno, a modulacdo da ativacdo de
células estreladas, reforcando a degradacdo da matriz, ou a estimulacdo da

morte celular ou apoptose das células estreladas hepéticas (17).
1.4 Linhagem Celular GRX

A linhagem celular GRX (18) é representativa de HSC obtida através de
uma reacdo fibrogranulomatosa hepatica de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni (10, 19). Em condicdo padrao de cultivo, essas células
expressam fenotipo de miofibroblastos e estdo no estado transicional entre o
lipécito quiescente e o estado ativado, chamado de miofibroblasto ativado (19,
20). Elas podem expressar o fenétipo de miofibroblastos ativados em resposta
ao tratamento in vitro com citocinas proéfibrogénicas ou expressar o fenotipo
lipocitico quiescente se forem tratadas com retinol, acido retindico ou farmacos
gue modifiqguem o metabolismo lipidico como a indometacina (20, 21). Além
disso, ja foi demonstrado que esta linhagem se comporta de maneira muito
similar as HSC no que diz respeito a captacao, armazenamento e liberacdo de
retindides (10). Sendo assim, a linhagem celular GRX € considerada um
modelo in vitro das HSC (22).

1.5 Acido Galico
O écido gélico (acido 3,4,5-trihidroxibenzdico), € um composto natural
fendlico (Figura 3), componente dos taninos e amplamente distribuido no cha
verde, vinho tinto e frutas como: uva, morango, abacaxi, banana, limao e casca
15



de maca (23). Numerosos estudos pré-clinicos tém mostrado que o acido
géalico possui uma variedade de a¢Bes farmacoldgicas, incluindo as atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobiana, antiviral e antitumoral (24, 25).
Em modelos animais, acido galico reduz o estresse oxidativo e melhoram os
niveis de glutationa (GSH), peroxidase de GSH, GSH redutase e GSH-S-
transferase em tecido hepético, bem como catalase no soro (26). O &cido
gélico é conhecido por induzir a morte celular ou parada do ciclo celular em

varias linhagens de células tumorais (27).

Os_OH

HO OH
OH

FIGURA 3: Estrutura quimica do acido galico
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos prévios relataram as propriedades terapéuticas antioxidantes e
anti-inflamatérias do acido galico em modelos in vitro (27) e in vivo (26).
Sabendo que o processo de fibrose hepatica envolve mediadores
inflamatorios como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio, é
importante considerar que o &cido gélico possa ser util na tentativa de
reversao da fibrose. E como a linhagem celular GRX constitui um modelo
para estudos de fibrose hepatica in vitro, este estudo tem como finalidade

avaliar a acao antifibrética do acido galico nesta linhagem.

17



OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

Avaliar o efeito do acido galico sobre a proliferacdo e reversao fenotipica

das células GRX.

3.20bjetivos especificos
- Avaliar a acdo do AG sobre a proliferacao das células GRX.

- Avaliar alteracBes no fendtipo das células GRX tratadas com &cido

galico.

- Determinar a concentracdo de lipidios, TGF-1 (Fator de
transformacdo do crescimento beta 1) das células GRX tratadas com
acido galico.

- Avaliar a expressdo do mRNA de PPARYy (Receptor ativado por

proliferador de peroxissomo gama) e colageno tipo | nas células tratadas com

acido galico.
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CAPITULO 2

Os resultados do presente trabalho foram submetidos ao periodico Liver

International.

Fator de Impacto: 3.87
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RESUMO

Introducéo: A fibrose é consequéncia de uma lesdo hepética crénica que pode
progredir a cirrose, sendo caracterizada pela ativacdo das células estreladas
hepéticas (HSC) que provocam o acumulo de matriz extracelular que compdem
o tecido cicatricial. As células GRX pertencem a uma linhagem celular imortal
murina, considerada um modelo in vitro das HSC. O &cido gélico (AG; &cido
3,4,5-trihidroxibenzéico) é amplamente distribuido em uma variedade de
plantas, frutos e alimentos, onde esta presente tanto na forma livre ou, mais
comumente, como um elemento de taninos. Foi demostrado que o &cido gélico
possui uma variedade de acbes farmacoldgicas, incluindo as atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobiana e antitumoral. Objetivo:
Investigar os efeitos in vitro de AG na diferenciagdo de HSC, além de estudar
0S possiveis mecanismos envolvidos. Métodos: A partir de um estudo
experimental com uma linhagem celular GRX, sendo esta tratada com AG, nas
concentracbes de 30, 60 e 90uM, onde as analises foram realizadas em 24
horas e 6 dias apds o tratamento. Resultados: AG é capaz de induzir o fenétipo
quiescente HSC via ativacdo de PPARYy, diminuir os niveis de TGF-1, reduzir
a expressao de colageno tipo | e reduzir a proliferacao celular das HSC. Mais
estudos sobre as propriedades antifibroticas do AG podem ser importantes

para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
Palavras chave: &cido gélico, células estreladas hepéaticas, fibrose, receptor

ativado por proliferador de peroxissomo, fator de crescimento transformador

beta.
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INTRODUCAO

A fibrose hepéatica normalmente resulta de inflamagBes cronicas,
provocando uma resposta imune que persiste por um longo periodo de tempo,
sendo que a remodelacdo de tecidos e a reparacdo Sao processos que
ocorrem simultaneamente. A maior parte das doencas fibréticas crbnicas
possuem um constante agente estressor que estimula a producéo de fatores de
crescimento, enzimas proteoliticas, fatores angiogénicos e citocinas
fibrogénicas, que estimulam a deposicdo de elementos do tecido conjuntivo
que, progressivamente, remodela a arquitetura tecidual (1, 2). A iniciacdo e a
progressdo da fibrose do figado estdo relacionadas com a proliferacdo das
células hepéticas, tais como hepatdcitos e células estreladas hepéaticas (HSC).
Como consequéncia da lesdo hepatica cronica ocorre apoptose dos
hepatécitos. Os hepatécitos remanescentes deixam o seu estado de repouso e
voltam a entrar no ciclo celular, a fim de restaurar o tecido hepatico original e
sua funcédo, estimulando a proliferacdo e ativacdo das HSC resultando em
diferenciacéo e producdo de matriz extracelular (MEC) (3).

O armazenamento hepético de retindides e doencgas hepaticas possuem
relacdo direta com as HSC (4). As HSC sé&o as principais células envolvidas na
fibrogénese hepética, caracterizadas em seu estado de repouso por possuir
goticulas lipidicas contendo predominantemente ésteres de retinil,
triglicerideos, fosfolipidios, colesterol e acidos graxos (5), representando 70 a
90% de todos os retindides presentes no figado. Estas células estao envolvidas
no processo de desenvolvimento da doenca hepatica de forma importante.
Quando HSC sdo ativadas apds uma lesdo hepdtica, estas contribuem
significativamente para a sintese de MEC e, consequentemente, a fibrose
hepatica. Aléem disso, quando HSC sao ativadas, elas perdem suas reservas de
retindides e modificam seu fenétipo (6, 7).

A linhagem celular GRX foi obtida através de uma reacéo
fibrogranulomatosa hepatica de camundongos infectados com Schistosoma
mansoni (8). Estas células expressam o fenétipo de miofibroblastos ativado e
secretam colageno tipo | e lll em condi¢cdo padrdes de cultivo, mas em resposta
ao tratamento in vitro com retinol, acido retindico e outras drogas podem
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expressar o fendtipo lipocitico através de uma reversdo fenotipica (9-13).
Assim, a linhagem celular GRX é considerada um modelo in vitro das HSC
(12).

Acido Galico (AG) ou acido 3,4,5-trihidroxibenzoéico, € um composto
natural fendlico, componente dos taninos e amplamente encontrado no cha
verde, vinho tinto e frutas como: uva, morango, abacaxi, banana, limao e casca
de maca (14). Numerosos estudos pré-clinicos tém mostrado que o &cido
galico possui uma variedade de acbes farmacoldgicas, incluindo as atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antivirais e antitumorais (15-
17). Em modelos animais o AG reduz o estresse oxidativo e melhoram os
niveis de glutationa (GSH), peroxidase de GSH, GSH redutase e GSH-S-
transferase em tecido hepatico, bem como catalase no soro (18).

Consciente de que o processo de fibrose hepatica envolve mediadores
inflamatorios, tais como citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio,
é importante investigar se o AG pode ser util para reverter a fibrose. Assim, o

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de AG nas células GRX.
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METODOLOGIA

CULTURA CELULAR

A linhagem murina de HSC, GRX (8) foi proveniente do Banco de
Células do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil).
Estas foram mantidas em meio Dulbecco modificado (DMEM), suplementadas
com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, USA), 2 g/L de tampdo HEPES
(acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfonico), 3,7 g/L de NaHCO; e
1% penicilina e estreptomicina (Invitrogen), sob atmosfera umidificada de CO,
a 5% a 37°C.

TRATAMENTO COM ACIDO GALICO

Acido Galico (Sigma Chemical Co., USA) foi dissolvido em DMEM nas
concentracdes de 30, 60 e 90 uM, escolhidas apoés a realizacdo de uma curva
de concentracBes de acordo com estudos ja realizados (dados ndo mostrados)
(19, 20). As analises foram realizadas nos tempos de 24 horas e 6 dias apds o
tratamento, sendo estas ja estabelecidas em estudos realizados no laboratério
(9). Todos os experimentos foram realizados trés vezes e em triplicatas, onde o
controle é identificado como zero, ou seja, este grupo ndo possui tratamento
com AG.

VIABILIDADE CELULAR

As células viaveis foram determinadas pelo ensaio de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (Invitrogen, EUA), este mede a
funcdo respiratéria mitocondrial (21, 22). As células GRX foram dispensadas
em placas de 24 pocos em uma densidade celular de 5x10* para tratamentos
de 24 horas e 1x10° para tratamentos de 6 dias com AG. As células foram
incubadas em meio contendo 10% de MTT durante 3 horas e dissolvido com
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Inc.). A leitura da absorbancia foi realizada em
leitor de ELISA a 540 nm com referéncia em 650 nm. O numero de células foi
determinado através da utilizacdo de um hemocitdmetro (23). A viabilidade
celular foi avaliada pelo método do corante Azul Trypan onde estas foram

dispensadas em placas de 24 pocos em uma densidade celular de 5x10* para
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tratamentos de 24 horas e 1x10° para tratamentos de 6 dias com AG. Os

resultados foram apresentados como namero de células viaveis.

QUANTIFICAQAO LACTATO DESIDROGENASE

A fim de avaliar a citotoxicidade do AG em células GRX foi quantificado
o LDH no sobrenadante das culturas tratadas por 24 horas e 6 dias. A atividade
da LDH foi medida por ensaio colorimétrico, kit Labtest (24). Para o controle de

lise celular foi usado Tween a 5%.

DETECCAO DE GOTICULAS DE LIPIDIOS ATRAVES DE
COLORACAO DE OIL RED O

Para visualizar a morfologia celular e o acimulo de lipidios, no sexto dia,
as células foram coradas com Oil Red O (ORO) (Sigma Chemical Co., USA)(9,
10). Depois de fixar as células com 10% de formaldeido o ORO foi adicionado
por 15 minutos. A visualizacdo e as fotografias foram obtidas através de
observacdo em microscopio de luz invertida e captura da imagem por camera

digital (Bel Photonics, Italy).

QUANTIFICACAO DE LIPIDIOS NAS CELULAS GRX

O procedimento € baseado na coloragdo de ORO nos lipidios
intracelulares das células tratadas com AG por 24 horas e 6 dias. Para a
quantificacdo de lipidios, as células foram fixadas com acido perclorico e
incubadas com ORO dissolvido em propilenoglicol (2 mg/mL) por 2 horas. O
ORO dentro das goticulas lipidicas foi extraido utilizando isopropanol e a

absorbéancia foi lida em 492 nm usando um leitor de ELISA.
QUANTIFICACAO DE TGF-B1

As concentracdes de TGF-B1 foram quantificadas em 24 horas e no
sexto dia, em sobrenadante das células utilizando um kit de ELISA (R&D
Systems, USA). A absorbancia foi medida utilizando um leitor de ELISA em
comprimento de onda de 540 nm com referéncia em 570 nm. Resultados foram

expressos em picogramas por mililitro.
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EXTRACAO DE RNA E RT-PCR

RNA total foi isolado das células tratadas por 24 horas com AG,
utilizando TRIzol (Invitrogen, EUA). Apds a extracdo, o cDNA foi realizado
utilizando o kit Superscript Il First-Strand (Invitrogen, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os cDNAs foram amplificados utilizando PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase). Foram realizadas trés PCRs para cada
amostra (B-actina, PPARy e Colageno tipo |), com os seguintes primers: -
actina: direto 5- TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG - 3 e reverso 5'-
TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT - 3°; PPARYy: direto 5- TGGAATTAGA
TGACAGTGACTTGG — 3 e reverso 5- CTCTGTGACGATCTGCCTGAG - 3;
colageno tipo I: direto 5'- AGAACATCACCTATCACTGCAAGA - 3" e reverso
5- GTGGTTTTGTATTCGATGACTGTCT — 3'(25, 26). Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese utilizando gel de agarose 1,5% com 5 pg/mL
de brometo de etidio. O gel foi visualizado usando luz ultravioleta e fotografado.
A intensidade das bandas foi quantificada por densidade Optica usando o
software ImageJ (NIH, USA). Todos os resultados correspondem a intensidade

relativa das bandas usando B-actina como controle interno.
ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados em estatisticas descritivas simples (média
e desvio-padrdo). Para a comparacao entre as médias foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) e o Po6s Teste de Dunnett para comparacdes multiplas. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05 com intervalo de confianca de 95%
e os dados foram analisados com o auxilio do programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) para Windows, versdo 21.0. (SPSS Inc. Ohio,
USA).
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RESULTADOS

O presente estudo avaliou o efeito do acido galico sobre a linhagem
celular GRX nas concentragfes de 30, 60 e 90 uM. Para iniciar o estudo,
avaliaou-se diferentes doses e tempos de tratamentos com AG sobre a
viabilidade celular. Todas as doses de AG reduziram significativamente a
viabilidade celular ap6s 6 dias de tratamento, quando avaliadas por MTT
(Figura 1). Entretanto a contagem de células pelo Azul Trypan mostrou reducdo
do namero de células viaveis ja em 24 horas de tratamento na dose mais
elevada (90 puM) e demostrou uma reducado significativa em todas as doses,
apos 6 dias de tratamento (Figura 2). Para avaliar se a reducdo do niamero de
células tratadas por AG nao foi decorrente de toxicidade, foi quantificada a
liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos (Figura 3), indicando efeitos

antiproliferativos do AG e nao citotoxicos.

As células GRX expressam o fenotipo miofibroblastico quando em
condicBes padrbes de cultivo. Como houve uma diminuicdo do crescimento
celular, avaliamos a possibilidade de uma mudanca de fendétipo, pois quando
as células GRX diminuem a proliferacdo, pode indicar uma reversao fenotipica.
O &cido galico ndo alterou visualmente o fenétipo miofibroblastico em nenhuma
das concentracdes testadas no periodo de incubacédo de 24 horas (dados ndo
mostrados), entretanto aumentou consideravelmente as goticulas em torno do
ndcleo apds 6 dias, onde a maioria das células exibiram o fenoétipo de
armazenamento de gordura, detectado em microscopio invertido apés a
coloracdo com ORO, demonstrando que o tratamento com AG induziu a
reversdo do fenétipo para lipocitico. Em contraste, as células de controle, que
nao recebem tratamento, preservaram seu fenotipo miofibroblastico (Figura 4).
Estes resultados foram confirmados pela quantificagdo colorimétrica da
concentracéo intracelular de lipidios (Figura 5). Conforme a figura 5, apesar de
nao haverem alteragdes visuais ao utilizar a coloracdo de ORO em 24 horas de
tratamento, obtivemos um aumento significativo nas concentracoes
intracelulares de lipidios quando tratadas durante 24 horas com 90 uM de AG.

Enquanto que apés 6 dias de tratamento, a quantidade de lipidios intracelulares
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detectada foi de até 3,6 vezes mais elevada na concentracdo de 90 uM do que

nas células controle.

O fator de transcricdo PPARYy foi identificado como um regulador na
ativacdo e na alteracao fenotipica das HSC (27), para confirmar a alteracédo do
fendtipo celular, a expressdo de mRNA de PPARYy foi realizada apés 24 horas
de tratamento. A expressdo de PPARy nas células tratadas aumentou
significativamente em comparacdo com o grupo de controle (Figura 6),

comprovando o que obtivemos na figura 5.

A quantidade de TGF-B1 secretado no meio de cultura de células GRX
foi quantificado por ELISA, a fim de mensurar os efeitos antifibréticos do AG.
Em 24 horas ndo foi detectada nenhuma diferenca, porém ocorreu uma
diminuicao significativa dos niveis de TGF-B1 do grupo tratado com AG apés 6

dias (Figura 7).

Células estreladas hepaticas ativadas sintetizam e secretam uma grande
quantidade de componentes da MEC tais como coldgeno. O mais potente
indutor da expresséao de colageno tipo | e outros constituintes da MEC por HSC
€ 0 TGF-B1, entéo foi realizada a expressdo de mRNA de colageno tipo | em 24
horas. Na dose de 90 pM de AG houve diminuicdo significativa da expressao
de colageno tipo | (Figura 8).
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DISCUSSAO

Neste estudo, investigou-se a atividade do AG em células GRX.
Demonstramos que o AG é capaz de induzir a modificacdo do fendtipo de
miofibroblastos para lipocitico e diminuir a proliferagdo destas células. Este
dado reforca uma caracteristica de reversdo fenotipica, pois a baixa taxa de
proliferacdo ocorre quando as células estdo no fendtipo lipocitico. Varias
substancias com propriedades antifibréticas como o resveratrol, quercetina,
catequina, capsaicina e frutose-1,6-bisfosfato demonstraram que o efeito
antiproliferativo e a reversao fenotipica estdo relacionados com a resolucao da
fibrose, estas substancias podem atuar inibindo alteracées na progressédo do
ciclo celular e/ou ativacdo da morte celular através de apoptose e/ou necrose
(9, 10, 13, 28, 29).

Um dos primeiros eventos que ocorrem durante esta reversao fenotipica
€ 0 aumento das goticulas lipidicas e a diminuicdo do numero de células, o que
foi demonstrado nos testes de viabilidade. Na linhagem celular GRX, o
tratamento com AG resultou em um aumento do acumulo de lipidios, tal como
evidenciado por coloracdo com ORO e confirmado por quantificacéo de lipidios.
Portanto, AG atua como um potente indutor de fenétipo quiescente.

Os receptores ativados proliferadores de peroxissomo (PPARYy)
pertencem a superfamilia dos receptores de hormonais nucleares e séo
expressos em diversos tecidos e tipos de células, principalmente no tecido
adiposo, onde regula a diferenciacdo de adipécitos e homeostase da glicose
(30, 31). A ativacdo de PPARYy esta relacionada aos efeitos antiproliferativos,
inducdo da apoptose, regulacdo da transcricdo de genes envolvidos no
processo de cicatrizacdo de feridas de varios 6rgdos, e consequentemente
diminuicao de inflamacéo, estresse oxidativo, e remodelacdo da MEC do tecido
lesionado (30, 32). A fim de acessar um possivel mecanismo de acdo do AG,
avaliamos a expressdo do mRNA PPARy em células GRX tratadas com AG
durante 24 horas. Nossos resultados mostram um aumento da regulagédo da
expressdao do mRNA PPARy e acreditamos que esta elevagao € responsavel
pela indugéo do fendtipo lipocitico em ceélulas GRX tratadas com AG. Estes
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resultados sugerem que PPARYy participa como um fator de transcricdo de
adipogénese durante a modificagdo no fenétipo das células GRX induzidas
pelo acido galico jA em 24 horas, portanto o PPARYy parece ser o gatilho para a

diferenciacéo celular.

TGF- B1 é um potente mediador de ativacdo das HSC e desempenha
um papel central na fibrose hepatica (33, 34). ApO6s a lesdo hepatica, a
sinalizacdo de TGF-B1 promove a ativacéo e proliferacdo de células estreladas
hepéticas, induzindo assim, a deposi¢do de MEC. Os niveis elevados de TGF-
B1 sao frequentemente encontrados na fibrose hepéatica, e ha uma correlacéo
entre os niveis de TGF-B1 e a atividade fibrogénica (35). Como o TGF-3 é uma
citocina central na regulacdo da fibrose tecidual, analisamos as concentracdes
de TGF-f1 em sobrenadante de células GRX. Houve uma diminui¢do
significativa nos niveis de TGF-B1 detectada apos 6 dias de tratamento,
indicando um possivel efeito antifibrotico do AG em HSC. Evidéncias indicam
que a ativagdo do PPARYy interrompe a via de sinalizacdo TGF-B1 e inibe seu
efeito pré-fibrotico (30). Pesquisas anteriores demonstraram que uma
diminuicao na sintese de TGF-B1 provoca diminuicdo da expresséo e producéo
de colageno, diminuindo notavelmente a fibrose (36). A partir dos resultados da
diminuicdo dos niveis de TGF-B1, verificou-se a expressdo do mRNA do
colageno tipo | em 24 horas de incubacdo com AG, onde houve diminuigdo
significativa da expressao. Este resultado é, provavelmente, uma consequéncia

da ativacdo do PPARYy ja em 24 horas.
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CONCLUSAO

Com base neste estudo, concluimos que o AG tem ac&o antifibrotica. E
capaz de diminuir a proliferacdo das células GRX, sendo esta uma
caracteristica da reversdo fenotipica, confirmada pelo aumento dos lipidios e
diminuicdo da expressao de colageno tipo I. Os mecanismos envolvidos estédo
relacionados a expressdo aumentada de mRNA de PPARYy, o qual pode levar a
uma reducdo do mediador pro-fibrogénico TGF-B1 e provocar diminuicdo da
sintese de colageno tipo I. Aumentar o conhecimento das propriedades
antifibréticas de AG em linhagens celulares e in vivo, sdo necessarios para

aumentar o conhecimento sobre as propriedades antifibréticas de AG.
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LEGENDA DE FIGURAS

Figura 1- Efeito do AG sobre a viabilidade das células GRX em 24 horas e 6
dias. Viabilidade celular avaliada por um ensaio MTT. Os dados
representam a média £ DP (n = 3). Os resultados foram expressos como a
leitura de absorbéancia. * P <0,05, ** P <0,001 comparado com o controle.

Figura 2- Efeito do AG sobre a viabilidade das células GRX em 24 horas e 6
dias. Viabilidade celular avaliada pela contagem de células direta. Os dados
representam a meédia £ DP (n = 3). Os resultados foram expressos como o
namero de células. * P <0,05, ** P<0,01, *** P <0,001 comparado com 0
controle.

Figura 3 - Porcentagem de sobrevivéncia pela liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH) por células GRX tratadas com &acido galico em
concentracdes 30, 60 e 90 uM e tempos de incubacéo de 24 horas e 6 dias.
Os resultados sédo expressos como média + DP (n = 3). * P <0,05:
comparado com o controle.

Figura 4 - Coloracédo de Oil Red-O (ORO) em células GRX tratadas apos 6
dias. (A) Células controle; (B), (C), (D) Células tratadas com &cido galico
com 30, 60 e 90 uM, respectivamente. Setas brancas indicam o acumulo de
lipidios.

Figura 5 - Dosagem de lipidios expressos espectrofotometricamente através
da razdo entre o valor de absorbancia obtida por ORO e o numero de
células. Os resultados sao expressos como média = DP (n = 3). *P < 0.05,
comparado com o controle.

Figura 6 - Efeitos do acido galico (AG) sobre a expressdo de mRNA de
PPARy em células GRX tratadas durante 24 h. B-actina foi um controle
interno. Os dados estdo expressos como média + DP (n = 3). Os resultados
sdo apresentados como relativa densidade oOptica de PPARy/B-actina.
*** P <0,001 em comparacao com o controle.

Figura 7 - Ensaio de TGF-B1 em sobrenadante de células tratadas de 24
horas e 6 dias. Os dados representam a média + DP (n = 3). Os niveis de
TGF-B1 foram expressos em picogramas por mililitro. *** P <0,001
comparada com o controle.

Figura 8 - Efeitos do acido galico (AG) sobre a expressdao do mRNA de
colageno do tipo | em células GRX tratados durante 24 horas. Os dados
representam a média + DP (n = 3). B-actina foi um controle interno. Os
resultados sé@o apresentados como relativa densidade optica de colageno
tipo | / actina. * P <0,05, ** P<0,01 em comparag¢ao com o controle.
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Figura 1- Efeito do AG sobre a viabilidade das células GRX em 24 horas e 6
dias. Viabilidade celular avaliada por um ensaio MTT. Os dados
representam a média £ DP (n = 3). Os resultados foram expressos como a
leitura de absorbancia. * P <0,05, *** P <0,001 comparado com o controle.
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FIGURA 2
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Figura 2- Efeito do AG sobre a viabilidade das células GRX em 24 horas e 6
dias. Viabilidade celular avaliada pela contagem de células direta. Os dados
representam a média £ DP (n = 3). Os resultados foram expressos como o
namero de células. * P <0,05, ** P<0,01, *** P <0,001 comparado com 0

controle.
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FIGURA 3
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Figura 3 - Porcentagem de sobrevivéncia pela liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH) por células GRX tratadas com acido galico em
concentracdes 30, 60 e 90 um e tempos de incubacéo de 24 horas e 6 dias.
Os resultados s&do expressos como média + DP (n = 3). * P <0,05:
comparado com o controle.
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FIGURA 4

Figura 4 - Coloracdo de Oil Red-O (ORO) em células GRX tratadas apos 6
dias. (A) Células controle; (B), (C), (D) Células tratadas com acido galico com
30, 60 e 90 uM, respectivamente. Setas brancas indicam o acumulo de lipidios.
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FIGURA 5

0.025-
3 24 horas

0.020- Bl 6 dias

0.015-

0.010-

DO lipidios/1000 células
o
]
T

0.000- =
0 30 60 90

Acido Galico (pM)

Figura 5 - Dosagem de lipidios expressos espectrofotometricamente através
da razdo entre o valor de absorbancia obtida por ORO e o numero de
células. Os resultados sdo expressos como média £ DP (n = 3). *P < 0.05,
comparado com o controle.
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FIGURA 6
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Figura 6 - Efeitos do acido galico (AG) sobre a expressdo de mRNA de
PPARy em células GRX tratadas durante 24 h. B-actina foi um controle
interno. Os dados estédo expressos como média + DP (n = 3). Os resultados
sdo apresentados como relativa densidade oOptica de PPARy/B-actina.
*** P <0,001 em comparacao com o controle.



FIGURA 7
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Figura 7 - Ensaio de TGF-B1 em sobrenadante de células tratadas de 24 horas
e 6 dias. Os dados representam a média + DP (n = 3). Os niveis de TGF-p1
foram expressos em picogramas por mililitro. *** P <0,001 comparada com o
controle.
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FIGURA 8
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Figura 8 - Efeitos do acido gélico (AG) sobre a expressdo do mRNA de
colageno do tipo | em células GRX tratados durante 24 horas. Os dados
representam a média + DP (n = 3). B-actina foi um controle interno. Os
resultados sédo apresentados como relativa densidade oOptica de colageno
tipo l/actina. * P <0,05, ** P<0,01 em comparac¢ao com o controle.
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CAPITULO 3
CONSIDERACOES FINAIS

O dificil diagnéstico e a falta de tratamento realmente eficaz tem acelerado
o interesse em descobrir novos agentes capazes de reduzir a progressado da
fibrose hepatica (28). Substancias anti-inflamatoérias que inibam a ativacao e
proliferacdo das HSC tém sido muito estudadas como estratégias terapéuticas,
ja que estas células sé@o consideradas a chave da fisiopatologia da fibrogénese
e o0 estado inflamatorio das mesmas é um fator determinante para o inicio e

manutencgao da fibrose (29).

Células estreladas hepéticas sdo conhecidas por desempenhar um papel
importante no processo de fibrose no figado. No estado de repouso, estas
células mantém um fendtipo quiescente caracterizada pela presenca e
armazenamento de goticulas de vitamina A no citoplasma. A sua ativacdo esta
associada aos danos continuos para o figado, devido a infec¢gbes disturbios
metabdlicos e abuso de alcool (30).

Conforme as acdes descritas do AG, este trabalho teve como objetivo
verificar os efeitos desta molécula sobre a linhagem GRX, visando estudar
seus efeitos antifibroticos, através da reversao fenotipica das células GRX e
proliferacdo. De acordo com os resultados encontrados neste presente estudo,
0 AG foi capaz diminuir a proliferagdo celular, demonstrada a partir de ensaios
de viabilidade nas células GRX apds 24 horas e 6 dias de tratamento com AG,
através de MTT e contagem de células direta com Azul Trypan. Determinamos
também a liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) para avaliar se a reducéo
do namero de células tratadas por AG nao foi decorrente de toxicidade. Nao
houve diferenca estatistica entre 0s grupos indicando assim efeitos

antiproliferativos do AG e nao citotoxicos.

O tratamento com AG foi capaz de reverter o fen6tipo miofibroblastico das
células GRX para o fendtipo lipocitico, revertendo assim o estado fibrogénico

destas células. A reversdo pbde ser evidenciada através da visualizagdo ao
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microscopio invertido e confirmada pela quantificacdo de lipidios onde foi
possivel perceber que a concentracdo de lipidios era 3.6 vezes maior nas
células que foram tratadas com AG em seis dias comparadas ao grupo que nao
recebeu nenhum tratamento.

Além disso, a expressdao de mRNA de PPARy apresentou um aumento
consideravel nas células tratadas, mostrando que a rota lipogénica € ativada
pelo AG. Pois o PPARy possui um papel crucial na fiborogénese do figado. A
sua disfuncéo da transcricdo e interacdo com uma série de sinalizacfes estao
envolvidos na patogénese da fibrose hepatica (31).

O efeito antifibrético do AG pode ser evidenciado também pela inibicdo de
TGF-B1 e a consequente diminuicdo da expressdo do colageno tipo I. O TGF-
B1 ndo so ativa as HSC, mas estimula a sintese de MEC e regula a proliferacéo
e diferenciacdo celular (2). Durante a fibrogénese, os niveis de TGF-p1 séo
elevados, desta forma, as suas concentracdes estdo correlacionados com a
gravidade da fibrose hepética (28, 32). A expressao diminuida do colageno tipo
| sugere uma capacidade potencial em diminuir a sintese de colageno por
células HSC ativadas.

Conclui-se que o AG induz a reversdo do fenétipo das células GRX por
suas acdes anti-inflamatorias e antifibroticas. Onde os mecanismos envolvidos
sdo o aumento da expressao de PPARy, que leva a uma inducdo para o
decréscimo de TGF-B1 e consequente reducdo de mediadores profibrogénicos
e a proliferacéo celular. Ainda sdo necessarios mais estudos para aprofundar o
conhecimento da atividade antifibrética do AG, porém, esta tem se mostrada
nao sé benéfica nos casos de inflamacdo, mas também para as doencas

cronicas do figado.
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ABSTRACT

Background: Liver fibrosis is a consequence of chronic liver injury and can
further progress to cirrhosis. Fibrogenesis involves activation of hepatic stellate
cells (HSC) and accumulation of extracellular matrix molecules that make up
scar tissue. GRX, immortal murine HSC line, is considered an in vitro model of
HSC. Gallic acid (GA; 3,4,5-trihydroxybenzoic acid) is broadly distributed in a
variety of plants, fruits and foods, where it is present either in free form or, more
commonly, as an element of tannins. Diverse biological actions of GA have
been demonstrated, including anti-bacterial, anti-viral, and anti-inflammatory.

Aims: Investigate the in vitro effects of GA on differentiation of HSCs, besides
studying the possible mechanisms involved. Methods: Cell line GRX were
treated with GA at the concentrations of 30, 60 and 90 uM. Analyses were
performed at 24 hours and 6 days post-treatment. Results: GA is capable of
inducing the quiescent phenotype in HSCs via PPARYy activation, decrease of
TGF-B signaling and decrease of type | collagen expression, decrease HSC
proliferation and viability. Conclusions: This frame proves beneficial for the liver
tissue. Increasing knowledge of the antifibrotic properties of GA can be
important for the development of new antifibrotic and anti-inflammatory agents

in chronic liver diseases.

Key-words: gallic acid, hepatic stellate cell, fibrosis, peroxisome proliferator-

activated receptor gamma, transforming growth factor-beta.
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INTRODUCTION

Hepatic fibrosis typically results from chronic inflammation, resulting an
immune response that persists for several months and in which inflammation,
tissue remodelling and repair processes occur simultaneously. Most chronic
fibrotic disorders have in common a persistent irritant that sustains the
production of growth factors, proteolytic enzymes, angiogenic factors and
fibrogenic cytokines, which stimulate the deposition of connective tissue
elements that progressively remodel and destroy normal tissue architecture (1,
2). The initiation and progression of liver fibrosis is related to proliferation of
hepatic cells such as hepatocytes and hepatic stellate cells (HSC). As a
consequence of chronic liver injury occurs hepatocyte death. The remnant
hepatocytes leave their quiescent state and re-enter the cell cycle in order to
restore the original liver tissue and function. Hepatocyte death also stimulates
the proliferation and activation of HSC resulting in transdifferentiation and
extracellular matrix (ECM) production (3).

The key linkage between hepatic retinoid storage and hepatic disease
resides in HSCs (4). HSCs are the major effectors of hepatic fibrogenesis,
characterized in their quiescent state by abundant lipid droplets containing
predominantly retinyl esters, triglyceride, and cholesterol ester along with
cholesterol, phospholipids, and fatty acids (5), accounting for 70-90% of all
retinoid present in the liver. These cells are also importantly involved in the
process of hepatic disease development. When HSCs become activated upon
hepatic injury, they contribute significantly to ECM synthesis and consequently
hepatic fibrosis. Moreover, when HSCs undergo activation, their retinoid stores
are lost (6, 7).

GRX, the oldest immortal murine HSC line, derived from inflammatory
fibro-granulomatous lesions in liver, displays myofibroblast-like cell morphology
and secretes collagen type | and Il (8). These cells express the myofibroblast
phenotype under standard culture conditions, but can be induced to convert into
the lipocyte phenotype by retinol, retinoic acid or drugs (9-13). Thus, the GRX
cell line is considered an in vitro model of HSC (12).
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Gallic acid (GA) 3,4,5-trihydroxybenzoic acid, a natural botanical phenolic
compound, is a component of the tannins, widely distributed in green tea, red
wine and fruits such as grape, strawberry, pineapple, banana, lemon and
apple(14). Numerous preclinical studies have shown that gallic acid has a
variety of pharmacological actions, including antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial, antiviral and antitumor (15-17). In animal models, gallic acid
reduces oxidative stress and improves the levels of glutathione (GSH)
peroxidase, GSH reductase, and GSH-S-transferase in liver tissue and serum
catalase (18).

Aware that the process of hepatic fibrosis involves inflammatory
mediators such as cytokines, chemokines and reactive oxygen species, it is
important to investigate if GA can be useful in reversing fibrosis. Therefore, the
aim of this study was to assess the GA effect in GRX liver cells on phenotype

and viability.
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METODOLOGY
CELL CULTURE

The murine HSC cell line GRX (8) was obtained from the Rio de Janeiro
Cell Bank (HUCFF, UFRJ, Rio de Janeiro, Brazil). Cells were maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 5% fetal
bovine serum (FBS) (Invitrogen, USA), 2 g/L HEPES buffer, 3.7 g/L NaHCO3
and 1% penicillin and streptomycin (Invitrogen) in a humidified atmosphere of
5% CO, at 37°C.

GALLIC ACID TREATMENT

Gallic Acid (Sigma Chemical Co., USA) was dissolved in DMEM at the
concentrations 30, 60 and 90uM, were chosen after performing a concentration
curve according to previous studies (data not shown) (19, 20). Analyses were
performed at 24 hours and 6 days post-treatment, and these studies have
established in the laboratory (9). All experiments were performed three times
and in triplicate, where the control is identified as zero, that is, this group has no

treatment with GA.
CELL VIABILITY

Viable cells were determinate with the MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay (Invitrogen, USA), measuring
mitochondrial respiratory function (21, 22). GRX cells were seeded into 24-well
plates at a cell density of 5x10* for 24 hour treatments and 1x10° for 6 days
treatments with GA. Cells were incubated in medium containing 10% MTT for 3
hours and dissolved with dimethylsulphoxide (DMSO, Sigma Inc.). Absorbance
at 540 nm and a reference at 620 nm were measured using an ELISA reader
(23). The cellular viability was performed by trypan blue dye exclusion, GRX
cells were counted using a hemocytometer after 24 hours and 6 days of GA
treatment. GRX cells were seeded into 24-well plates at a cell density of 5x10*
to treatment for 24 h and 1x10° for 6 days treatment with GA. The results are

presented as number of viable cells.
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MEASUREMENT OF LACTATE DEHYDROGENASE

In order to evaluate the cytotoxicity of gallic acid in GRX cells, lactate
dehydrogenase (LDH) release was measured in the supernatant of cultures
treated for 24 hours and 6 days. The LDH activity was measured by colorimetric

assay, kit Labtest (24). For the control of cell lysis 5% Tween was used.
DETECTION OF LIPID DROPLETS BY OIL RED O STAINING

To visualize cell morphology and lipid accumulation, on day 6, cells were
stained with Oil Red-O (ORO) (Sigma Chemical Co., USA) (9, 10). After fixing
cells with 10% formaldehyde, ORO was added for 15 minutes. Intracellular lipid

droplets were examined using an inverted light microscope.
QUANTIFICATION OF LIPID ACCUMULATION

The procedure is based on ORO staining of intracellular lipid of the cells
treated for 24 hours and 6 days. Briefly, cells were fixed with perchloric acid and
incubated with ORO dissolved in propyleneglycol (2 mg/mL) for 2 hours. The
ORO within the lipid droplets was extracted using isopropanol. The absorbance

was read at 492 nm using an ELISA reader.
TGF-1 QUANTITATION

TGF-B1 concentration was measured, at 24 hours and 6 days, in cell
supernatant using commercially available ELISA kit (R&D Systems, USA). The
absorbance was determined at 540nm with the correction wavelength set at
570nm in an ELISA reader. TGF-B1 levels were expressed as picograms per

milliliter.
RNA EXTRACTION AND RT-PCR

Total RNA was extracted from cells treated for 24 hours with GA using
TRIzol reagent (Invitrogen, USA). RNA was reverse transcribed into cDNA,
using Superscript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, USA)
according to the manufacturer’s instructions. The cDNAs were amplified using
PCR (polymerase chain reaction). Three PCRs were performed for each

sample (B-actin, PPARy and collagen type 1), and the primers sets used were:
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B-actin: forward primer 5°- TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG - 3" and reverse
primer 5°- TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT - 3°; PPARYy: forward primer 5°-
TGGAATTAGATGACAGTGACTTGG — 3" and reverse primer 5- CTCTGTGA
CGATCTGCCTGAG - 3'; collagen type |I. forward primer 5'-
AGAACATCACCTATCACTGCAAGA - 3 and reverse primer 5'-
GTGGTTTTGTATTCGATGACTGTCT - 3 (25, 26). PCR products were
electrophoresed using 1.5% agarose gel containing ethidium bromide 5 pg/mi.
The gel was visualized using ultraviolet light and photographed. The band
intensities were measured using program ImageJ (NIH, Bethesda,CA) and the
signals were expressed relatively to the intensity of the B-actin amplicon in each
coamplified sample.

STATISTICAL ANALYSIS

The data were expressed as mean = S.D. Statistical analyses were
performed using the software SPSS v21.0 (SPSS Inc., Ohio, USA). Data sets
were compared with one-way ANOVA followed by Dunnett's multiple
comparison test. Results were considered statistically different when the P

values were equal to or less than 0.05.

55



RESULTS

The present study assessed the effects of GA at the concentrations of
30, 60 and 90 uM on GRX cell. To initiate the studie, evaluated different doses
and times of the GA treatments would have any effect in cell viability. All doses
of GA evaluated by MTT did affect the GRX with significant decrease in cell
viability after 6 days of treatment (Figure 1). Cell counting with trypan blue
showed a significant reduction in the cell density within 24 hours of treatment
with the highest dose (90 pM). Interesting, after 6 days all doses affected the
cell number (Figure 2). To evaluate if GA-induced reduction of cell number was
due to toxicity, the LDH release was checked. There was no statistical
difference between the groups (Figure 3), indicating the antiproliferative effects
of GA were not cytotoxic.

GRX cells express the myofibroblast phenotype under standard culture
conditions. As there has been a decrease in cell growth, we evaluate the
possibility of a change in phenotype, because the reduction of proliferation can
indicate a phenotypic reversion. GA did not change visually myofibroblastic
phenotype in any of the the tested concentrations during the incubation period
of 24 hours (data not shown), but increased significantly the droplets around the
nucleus after 6 days, when most cells exhibit the phenotype of storage fat
detected using an inverted microscope after staining with ORO, demonstrating
that treatment with GA induces reversion of the phenotype to lipocyte. In
contrast, control cells that did not receive treatment, preserved their
myofibroblastic phenotype (Figure 4). These results were confirmed by
colorimetric quantification of intracellular lipids (Figure 5). According to Figure 5,
although there are no visual changes using the ORO staining after 24 hours of
treatment, obtained an significant increase in intracellular lipid when treated for
24 hours with 90 uM of AG. While after 6 days of treatment, the amount of
intracellular lipid detected was up to 3.6 fold higher concentration of 90 uM than

in control cells.

PPARy has been identified to be one of the regulator of activation and
phenotype alteration of HSC (27). To confirm the inactivation of the cells, mMRNA
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PPARYy expression was measured after 24 hour with GA treatment. Figure 6

shows the increased expression of PPARYy in treated cells.

To investigate whether GA is capable of reducing the release of
profibrogenic markers, the amount of secreted TGF-B1 in GRX media was
quantified by an ELISA assay. At 24 hours, no difference was detected, but a
significant decrease of TGF-B1 levels was detected in the treated groups after 6
days (Figure 7). Activated HSCs synthesize and secrete a large amount of ECM
components such as collagen. The most potent inducer of the expression of
collagen | and other ECM constituents by HSCs is TGF-B1, then we decided to
measure the mRNA expression of type | collagen at 24 h. The 90 uM dose of

GA had significant decrease in the expression of collagen type | (Figure 8).
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DISCUSSION

In this study, we investigated the activity of GA on GRX cells. We
demonstrated that GA is capable of inducing the change of myofibroblast to
lipocyte phenotype in GRX. We have demonstrated that the GA is able to
induce a modification of the myofibroblast phenotype lipocyte for decrease the
proliferation of these cells. This fact supports a feature of phenotypic reversion,
as the low proliferation rate occurs when cells are in fat store phenotype.
Several substances with antifibrotic properties such as resveratrol, quercetin,
catechin, capsaicin and fructose-1,6-bisphosphate demonstrated that the
antiproliferative effect and phenotypic reversion is related to the effect of these
in the resolution of fibrosis, that could be related to alterations in the cell cycle
progression and/or activation of cell death by apoptosis and/or necrosis (9, 10,
13, 28, 29). One of the early events that occur during HSC phenotypic reversion
is the increase of hepatic retinyl ester stores, reducing the cell number. The
culture of GRX in the treatment with GA resulted in an increased lipid
accumulation, as evidenced by ORO staining and confirmed by lipid
quantitation. Therefore, GA acts as a potent inducer of the quiescent

phenotype.

Peroxisome-proliferator activated receptors (PPAR) belong to the
superfamily of nuclear hormone receptors. PPARy is expressed in various
tissues and cell types, mainly in adipose tissue, where it regulates adipocyte
differentiation and glucose homeostasis (30, 31). PPARYy activation is known to
participate in several events, including affect cell proliferation, apoptosis,
protection of hepatocytes from senescence, regulation of gene transcriptions
involved in the wound-healing process of many organs, and thereby ameliorates
inflammation, oxidative stress, and matrix remodeling in the injured tissue (30,
32). In order to access one possible mechanism of action of GA, we evaluated
the expression of mMRNA PPARy. These results suggest that PPARy
participates as a transcriptional factor of adipogenesis during GRX de-
differentiation induced by gallic acid. The experiment was conducted only in 24
hours with the aim of discovering if activation of PPARYy is the trigger for cell

differentiation.
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TGF-B1 is a powerful mediator of HSC activation and plays a central role
in liver fibrosis (33, 34). After liver injury, TGF-B1 signaling promotes the
activation and proliferation of HSCs, thereby inducing ECM deposition. High
levels of TGF-B1 are often found in liver fibrosis (35). As TGF-B1 is the central
regulator cytokine of tissue fibrosis, we analyzed TGF-B1 concentrations in
GRX cells supernatant. A significant decrease of TGF-B1 levels was detected
after 6 days of treatment with GA, indicating a possible antifibrotic effect of GA
in HSC. Accumulating evidence indicates that activation of PPARYy disrupts the
TGF-pB signaling pathway and inhibits its profibrotic effect (30). Prior researches
have shown that an interference in TGF-B1 synthesis blocks the up-regulation
of ECM expression and production of collagen strikingly decreasing fibrosis
(36). Based on the results of the reduced levels of TGF-B1, there was
expression of type | collagen mRNA after 24 hours of incubation with GA where
there is a significant decrease in expression. This result is probably a
consequence of the activation of PPAR already in 24h.
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CONCLUSION

Based on this study, we can conclude that GA has antifibrotic action. Is
able to decrease the proliferation of GRX cells, this being a characteristic of
phenotypic reversion as confirmed by increased lipid and decreased expression
of collagen type I. One of the mechanisms involved in GA-induced inactivation
of GRX cells is probably the increase of PPARy mMRNA expression followed by
the reduction of TGF-B1 levels and causing decreased synthesis of type |
collagen. Therefore, a down-regulation in profibrogenic markers can be seen as
well as a decrease in cell proliferation. Further studies using primary cells and in
vivo models are needed to increase the knowledge about the antifibrotic

properties of GA.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Effect of GA on cell viability at 24 hours and 6 days of treatment.
Cell viability as assessed by an MTT assay. The data represent the mean +
SD (n = 3). The results were expressed as the absorbance reading. *P
<0.05, *** P <0.001 compared with control.

Figure 2 - Effect of GA on cell viability in 24 hours and 6 days. Cell viability
assessed by direct cell counting. The data represent the mean + SD (n = 3).
The results were expressed as the number of viable cells. * P <0.05, ** P <
0.01, *** P <0.001 compared with control.

Figure 3 - Percent of survival by the release of lactate dehydrogenase
(LDH). GRX cells treated with gallic acid at concentrations 30, 60 and 90 pM
and incubation times of 24 hours and 6 days and the control group. Results
are expressed as mean + SD (n=3). *P < 0.05: control vs. treated cells.

Figure 4 - Oil Red-O (ORO) staining of GRX cells at day 6. (A) Control cells;
(B), (C), (D) cells treated with gallic acid at 30, 60 and 90 uM, respectively.
White arrows indicate lipid droplets.

Figure 5 - Specific lipid content expressed spectrophotometrically as the
ratio of absorbance value obtained for ORO per cell number. Results are
expressed as mean = SD (n=3). *P < 0.05, compared with control.

Figure 6 - Effects of GA on PPAR-y mRNA expression of GRX cells treated
for 24 hours. B-actin was an internal control for equal loading. Data are
expressed as mean = SD (n = 3). Results are presented as relative optical
PPAR-y density/B-actin. *** P < 0.001 compared with control.

Figure 7 - ELISA assay of TGF-B1 in cell supernatant of 24 hours and 6
days treatments. Data represent the mean + SD (n = 3). TGF-B1 levels were
expressed as picograms per milliliter*** P < 0.001 compared with control.

Figure 8 - Effects of gallic acid (GA) on type | collagen mRNA expression of
GRX cells treated for 24 hours. Data represent the mean £ SD (n = 3). B-
actin was an internal control for equal loading. Results are presented as
relative optical density type | collagen/B-actin. * P < 0.05 compared with
control.
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Figure 1 — Effect of GA on cell viability at 24 hours and 6 days of treatment.
Cell viability as assessed by an MTT assay. The data represent the mean +
SD (n = 3). The results were expressed as the absorbance reading. *P
<0.05, *** P <0.001 compared with control.
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Figure 2 - Effect of GA on cell viability in 24 hours and 6 days. Cell viability
assessed by direct cell counting. The data represent the mean + SD (n = 3).
The results were expressed as the number of viable cells. * P <0.05, ** P <
0.01, *** P <0.001 compared with control.
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FIGURE 3
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Figure 3 - Percent of survival by the release of lactate dehydrogenase
(LDH). GRX cells treated with gallic acid at concentrations 30, 60 and 90 uM
and incubation times of 24 hours and 6 days and the control group. Results
are expressed as mean + SD (n=3). *P < 0.05: control vs. treated cells.

64



FIGURE 4

Figure 4 - Oil Red-O (ORO) staining of GRX cells at day 6. (A) Control cells;
(B), (C), (D) cells treated with gallic acid at 30, 60 and 90 uM, respectively.
White arrows indicate lipid droplets.
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FIGURE 5
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Figure 5 - Specific lipid content expressed spectrophotometrically as the
ratio of absorbance value obtained for ORO per cell number. Results are
expressed as mean = SD (n=3). *P < 0.05, compared with control.
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FIGURE 6
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Figure 6 - Effects of GA on PPAR-y mRNA expression of GRX cells treated
for 24 hours. B-actin was an internal control for equal loading. Data are
expressed as mean = SD (n = 3). Results are presented as relative optical
PPAR-y density/B-actin. *** P < 0.001 compared with control.
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FIGURE 7
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Figure 7 - ELISA assay of TGF-B1 in cell supernatant of 24 hours and 6
days treatments. Data represent the mean = SD (n = 3). TGF-B1 levels were
expressed as picograms per milliliter*** P < 0.001 compared with control.
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FIGURE 8
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Figure 8 - Effects of gallic acid (GA) on type | collagen mRNA expression of
GRX cells treated for 24 hours. Data represent the mean + SD (n = 3). B-
actin was an internal control for equal loading. Results are presented as
relative optical density type | collagen/B-actin. * P < 0.05 compared with
control.
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