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RESUMO

Goncalves JO. Comparacédo entre os resultados da expressdo génica da
desmina, alfa-actina e TGF-betal obtidos a partir dos métodos da reacgao
em cadeia de polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)
semiquantitativa e em tempo real (QRT-PCR) no modelo de ligadura
seletiva das vias biliares em animais em crescimento [Dissertacéo]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2014. 85p.

Os mecanismos responsaveis pela fibrose hepatica na infancia sdo pouco
conhecidos. Criangas com atresia das vias biliares, quando submetidas a
portoenterostomia a Kasai com sucesso, se tornam anictéricas mas mesmo
assim desenvolvem cirrose a longo prazo. Da mesma forma, a ocorréncia de
estenoses biliares segmentares intra-hepaticas no pds-operatério de
transplante hepético podem levar ao desenvolvimento de cirrose em todo o
orgao. Tais fatos sugerem gque mecanismos enddcrinos ou paracrinos estejam
envolvidos na fibrogénese hepatica. Para elucidar este processo o modelo de
ligadura seletiva das vias biliares em ratos jovens foi desenvolvido em nosso
laboratério. Usando este modelo, identificamos mudancas na expressdo do
gene da alfa-actina de musculo liso, tanto no parénquima hepatico obstruido
como no parénquima hepético adjacente a obstru¢do. No entanto, o perfil de
expressdo génica da desmina, uma proteina presente em niveis elevados
durante a ativacdo das células estreladas hepaticas e o TGF-betal, principal
citocina pro-fibrogénica, ndo demonstraram diferencas significantes quando

analisados pelo método do RT-PCR semiquantitativo. Assim, 0s mecanismos



moleculares envolvidos na modulagédo da fibrogénese hepatica nesse modelo
experimental ndo estdo totalmente compreendidos. A metodologia do gRT-
PCR (PCR em tempo real), tem sido previamente descrita como um método
mais preciso e sensivel, possibilitando a detecgdo do aumento do niamero de
coOpias do gene a medida que ocorre a amplificacdo, enquanto que pelo
método do RT-PCR semiquantitativo a analise dos transcritos s6 € realizada
apos a etapa da amplificacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes
moleculares no modelo experimental de ligadura seletiva das vias biliares e
comparar os resultados obtidos entre os métodos do RT-PCR semiquantitativo
e do gRT-PCR em tempo real. Foi realizada a ligadura seletiva do ducto biliar
em ratos Wistar com 21 dias de vida, os grupos foram separados de acordo
com o momento da morte: 7 ou 60 dias apOs a cirurgia. A expressdo da
desmina, alfa actina de musculo liso e TGF-betal foi avaliada no tecido do
parénquima hepatico com obstrucédo biliar (ducto ligado - DL) e no parénquima
hepético adjacente a obstrucéo biliar (ducto ndo ligado — DNL) usando o RT-
PCR semiquantitativo e o gqRT-PCR em tempo real. A metodologia do gRT-
PCR em tempo real permitiu identificar mudancas no perfil de expressao
génica que nao foram demonstrados pelo método semiquantitativo. O
parénquima DL mostrou reacdo fibrogénica mais intensa, com aumento na
expressdo da alfa actina de musculo liso e TGF-betal apés 7 dias. O
parénquima DNL apresentou resposta fibrogénica tardia, com aumento da
expressao da desmina 7 dias e 60 dias ap0s a cirurgia, além de aumento da
alfa-actina de musculo liso 60 dias apds a cirurgia. O gqRT-PCR em tempo real
apresentou maior sensibilidade para identificar mudancas no perfil de

expressdo génica em relagdo ao método convencional do RT-PCR



semiquantitativo. Nossos resultados ajudam a esclarecer a dinamica das
alteracdes moleculares envolvidas na modulacdo da fibrogénese hepatica no
modelo experimental de ligadura seletiva do ducto biliar e pode ser diretamente
aplicado para o estudo de estenoses biliares intra-hepéticas e atresia das vias

biliares.

Descritores: Desmina; Actina-alfa; Fator de crescimento transformador beta 1;
Fibrose; Células estreladas do figado; Colestase; Reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real; Ductos biliares; Ratos Wistar.



SUMMARY

Goncalves JO. Comparison between the results of gene expression of desmin,
alpha-actin and TGF-betal obtained from the methods of semiquantitative
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and real-time (QRT-
PCR) in a model of selective bile ducts ligation in growing animals
[dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séao

Paulo”; 2014. 85p.

The mechanisms responsible for liver fibrosis in childhood are poorly
understood. Children suffering from biliary atresia, when submitted to the
successful Kasai portoenterostomy, become anicteric, but nonetheless develop
cirrhosis in the long term. Similarly, the occurrence of intrahepatic biliary
stenosis in the postoperative period of liver transplantation may lead to cirrhosis
of the whole organ. Such facts suggest that endocrine or paracrine
mechanisms are involved in hepatic fibrogenesis. To elucidate this process, the
selective bile duct ligation model in young rats was developed in our laboratory.
Using this model, we identified changes in the expression of smooth muscle
alpha-actin both in the obstructed parenchyma and the hepatic parenchyma
adjacent to the obstruction. However, the expression profiles of desmin, a
protein present at high levels during activation of hepatic stellate cells and TGF-
betal, the main pro-fibrogenic cytokine, were unchanged when analyzed with
semiquantitative RT-PCR. Thus, the molecular mechanisms involved in the
modulation of hepatic fibrogenesis in this experimental model are not fully

understood. The methodology of gRT-PCR (real time PCR) has previously



been described as a more precise and sensitive method, allowing the detection
of increased copy number of the gene while amplification occurs, whereas by
semiquantitative RT-PCR, the analysis of transcripts is only perfomed after the
amplification step. This study aimed to evaluate the molecular changes in
experimental model of selective bile duct ligation and compare the results
between semiquantitative RT-PCR and real-time gqRT-PCR methods. Selective
biliary duct ligation was performed on Wistar rats with 21 days of life, the
groups were separated according to the moment of death: 7 or 60 days after
surgery. The expression of desmin, alpha-actin smooth muscle and TGF-betal
was examined in tissue from hepatic parenchyma with biliary obstruction (duct
ligation - DL) and in the adjacent hepatic parenchyma (duct non-ligated - DNL)
using semiquantitative RT-PCR and real-time qRT-PCR. The methodology of
the real-time qRT-PCR allowed to identify changes in gene expression profile
that were not shown by semiquantitative method. The DL parenchyma showed
a more severe fibrogenic reaction, with increased smooth muscle alpha-actin
and TGF-betal expression after 7 days. The DNL parenchyma presented a
later fibrotic response, with increased desmin expression 7 and 60 days after
surgery, besides of increased smooth muscle alpha-actin 60 days after surgery.
Real-time gRT-PCR was more sensitive to identify changes in gene expression
profile compared to the semiquantitative method. Our results help to clarify the
dynamic of molecular changes involved in the modulation of hepatic
fibrogenesis in an experimental model of selective bile duct ligation and can be

directly applied to the study of intrahepatic biliary stenosis and biliary atresia.



Descriptors: Desmin; Alpha-actin; Transforming growth factor beta 1; Fibrosis;
Hepatic stellate cells; Cholestasis; Real-time polymerase chain reaction; Bile

ducts; Wistar rats.



1. INTRODUCAO



Introducao

A fibrose representa uma alteragdo comum nas doencgas cronicas do
figado. Caracteriza-se pelo acumulo de componentes da matriz extracelular e
principalmente pelo aumento da sintese de colageno do tipo I, Il e IV em
resposta a lesdo tecidual. Esse aumento na producdo de proteinas da matriz
extracelular pode ser iniciado por diferentes fatores: dentre eles destacam-se a
obstrucdo biliar, as exposi¢cdes a agentes hepatotdxicos, infec¢des virais e
doencas metabdlicas.® Embora as situacdes que levam a agresséo tecidual e a
ativacdo do processo inflamatdrio sejam distintas, 0 processo progressivo da
fiborose hepatica leva ao comprometimento funcional do 6érgdo, sendo
necessario o transplante de figado para o tratamento definitivo dos pacientes
em estagio avangado.?

Os mecanismos responsaveis pela fibrose hepatica na infancia séo
pouco conhecidos.®> A atresia das vias biliares (AVB) é uma patologia
caracterizada pela obliteracdo progressiva das vias biliares e subsequente
desenvolvimento de cirrose, tornando-se a principal indicacdo de transplante
hepéatico na faixa etaria pediatrica.? Nos casos em que o diagndstico da atresia
de vias biliares € feito precocemente, o fluxo biliar pode ser restabelecido
através da portoenterostomia a Kasai. No entanto, mesmo nas criangas que se
tornam anictéricas, em longo prazo observa-se a evolucdo para fibrose
comprometendo o 6rgdo inteiro.* Alguns autores vém tentando compreender
estes fatos sugerindo um envolvimento de fatores enddcrinos ou paracrinos na

modulagéo da gravidade da doenca.>’



Introducao

N&do ha& consenso a respeito da regressdo da fibrose hepéatica®, embora
haja algumas evidéncias deste processo. Os mecanismos que desencadeiam
a producdo de colageno e desarranjo da arquitetura parenquimatosa hepética
ap0s o restabelecimento do fluxo biliar nos casos de AVB operados pela
técnica de Kasai permanecem desconhecidos.’

Desta forma, o transplante hepatico tem se tornado, nos dias atuais, 0
tratamento definitivo para criancas com AVB em estagio avancado.®® No
entanto, embora o transplante hepético seja o tratamento definitivo para
grande parte das hepatopatias terminais, ele ainda representa um
procedimento complexo, com expressivo numero de complicagdes no periodo
pés-operatdrio.l® No transplante hepatico pediatrico cerca de 20 a 30% destas
complicagbes envolvem as estenoses biliares que podem ser intra ou extra-
hepéticas.11:1?

As estenoses extra-hepaticas sao passiveis de tratamento, ou cirdrgico
ou por dilatagdo percutanea e drenagem guiada por colangiografia
transparietohepatica, e se instituido precocemente previne a lesdo permanente
do figado.'® No entanto, as complicacdes localizadas na via biliar intra-hepatica
sdo frequentemente complexas e o tratamento por dilatacdo percutanea néo
apresenta bom prognéstico.'* Além disso, mesmo quando as estenoses intra-
hepaticas sdo segmentares e periféricas, podem evoluir em longo prazo para o
desenvolvimento de fibrose nos demais segmentos que apresentam drenagem
biliar normal, conduzindo a cirrose hepatica com necessidade de
retransplante.’® Ndo se sabe se a colestase provocada em apenas um
segmento hepético pode ser responsavel pela producdo de fatores que, de

forma endocrina ou pardcrina, podem agir sob o parénquima hepéatico
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adjacente nao colestético, levando ao desenvolvimento de fibrose em todo o
figado.1>17

Em decorréncia da colestase, os hepatdcitos sofrem peroxidacéo lipidica
liberando espécies reativas de oxigénio (EROs) e iniciam o processo
inflamatério com a ativacéo das células de Kupffer.81° A apoptose e a necrose
dos hepatécitos estimulam a producdo de fatores quimiotaticos e de
marcadores de moléculas de adesdo celular.?® O infiltrado de células
mononucleares e polimorfonucleares persistente no parénquima hepatico
favorece a cronicidade da resposta inflamatéria com a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB ), que promove a sintese de citocinas pro-
inflamatoérias, como fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a), fator de
crescimento transformante — beta (TGF-B), interleucina 1 beta (IL-1p),
interleucina 6 (IL-6), e interleucina 8 (IL-8).2%:22

A liberacdo de citocinas no parénquima hepético promove o
desenvolvimento da fibrogénese, com a ativacdo e transdiferenciacdo das
células hepaticas em miofibroblastos.?®24 Os miofibroblastos constituem uma
populacéo celular heterogénea, derivada de diferentes tipos celulares como as
células estreladas hepaticas e fibroblastos do trato portal, além disso, também
se sugere que os miofibroblastos possam se originar a partir da transicéo
epitelial-mesenquimal (EMT) dos colangidcitos, hepatécitos e de células tronco
mesenquimais ou fibrécitos circulantes.?>-31

As alteracbes histologicas observadas na arquitetura do parénquima
hepatico no inicio da fibrogénese apresentam infiltrado leucocitario e
neutrofilico além da presenca de células de Kupffer ao redor do espaco

porta.3? Estas células durante a inflamacédo cronica desencadeiam a ativacdo
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das células estreladas hepaticas (células perisinusoidais ou células de Ito),
através da secrecao de fatores de crescimento, tais como: fator de crescimento
transformante alfa (TGF-alfa), TGF-beta, TNF-alfa, fator de crescimento
epidérmico (EGF) e o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF).?*

A ativacdo das células estreladas hepéticas provoca a proliferacédo
dessas células, que é marcada pelo aumento na expressédo da desmina, uma
proteina estrutural dos filamentos intermediarios presente no citoesqueleto das
células estreladas hepaticas.?332

Poucos trabalhos na literatura descrevem a atuacdo dessa proteina na
modulacdo da fibrogénese hepatica.’?3®> Em estudos experimentais de
colestase observa-se que imediatamente apos a inducdo da fibrose hepética
as células estreladas apresentam aumento significativo de desmina.®®> A
evolucdo do processo fibrogénico é vista apos alguns dias com a redugédo dos
niveis de desmina e um rapido aumento na expressdo da alfa-actina de
musculo liso (Figura 1), caracterizando a diferenciacdo destas células em
miofibroblastos.®® Da mesma forma, os fibroblastos do trato portal sob
influéncia do TGF-f1 sofrem o processo de transdiferenciagdo para
miofibroblastos. 37:38 Entretanto, estudos prévios tém demonstrado que embora
a populacdo de miofibroblastos seja heterogénea, os fibroblastos n&o
apresentam a presenca de desmina em nenhum estégio de diferenciagcédo para

miofibroblastos.3’
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Diferenciagao

Laténcia Proliferagao

~

expressao
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Tempo apods a indugdo da fibrose

Figura 1. Esquema ilustrativo da dinamica da desmina e alfa-actina de
musculo liso na ativacdo e transdiferenciacdo das células estreladas
durante a evolucdo do processo de fibrogénese hepatica. (Modificado:
Golbar e cols., 2011)

A ativacdo e transdiferenciagdo das células hepéticas em
miofibroblastos € uma resposta de reparo tecidual a lesdo hepéatica.3*4!
Ativadas, elas transdiferenciam-se em miofibroblastos, apresentando reacgéo
imunoistoguimica positiva para alfa-actina de musculo liso.#>42 Esse processo
inclui a secrecdo de fatores vasoativos, aumento da contratilidade e a sintese
de proteinas da matriz extracelular, principalmente colageno do tipo |, Illl e
|V.44'45

O aumento na producdo de proteinas da matriz extracelular pelos
miofibroblastos decorre da necessidade da reparacao tecidual no parénquima

hepatico.*®¢ Os miofibroblastos s&do células que participam ativamente na
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reparacdo cicatricial, atuando na contracdo do tecido e fechamento da les&do.*’
Contudo, a presenca do TGF-beta inibe a apoptose dos miofibroblastos
conduzindo aos efeitos deletérios do acumulo de colageno no parénquima
hepético.*®

A elucidagao do papel do TGF-beta tem sido demonstrada em diversas
patologias. Esta citocina apresenta uma ampla variedade de efeitos sobre a
diferenciacédo, crescimento e resposta imunolégica.*® Em doencas colestaticas
é visto que niveis elevados de TGF-B1 podem inibir a proliferacdo das células
estreladas, atuando como indutor de apoptose.®%>2 Além disso, a presenca
continua de TGF-B1 no parénquima hepatico proporciona 0 aumento na
deposicao da matriz extracelular pelos miofibroblastos, conduzindo a distorgéo
da arquitetura parenquimatosa. 5458

Os fendmenos fisiopatolégicos envolvidos na evolugédo da fibrogénese
hepética podem ser estudados através de modelos experimentais.>® A inducédo
da fibrose hepética pelo modelo cirdrgico da ligadura do ducto biliar comum em
ratos adultos tem sido o modelo mais explorado em estudos de doencas
colestaticas.3®6961 A simplicidade, reprodutibilidade, facilidade de lesdo e
alteragbes histopatoldgicas similares as observadas em humanos séo
vantagens consideraveis. No entanto, os resultados obtidos com animais
adultos nao traduz com fidelidade a resposta fibrogénica observada em
organismos jovens.3561

No laboratério de Cirurgia Pediatrica do HC-FMUSP (LIM-30) e no Setor
de Cirurgia Experimental do Instituto da Crianca do HC-FMUSP houve sempre
o interesse em desenvolver modelos experimentais com animais jovens, com o

intuito de investigar as alteracdes fisiopatoldégicas observada em doengas da
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infancia.3>61-62 Gibelli e cols., comparando as alteracdes estruturais no modelo
de ligadura do ducto biliar comum em ratos jovens e adultos, demonstraram
evolugdo da fibrose mais intensa nos animais jovens, incentivando-nos a
desenvolver mais estudos para a compreensao da evolugdo da doenca em
animais jovens.®® Andrade e cols., utilizando ratos recém-desmamados,
verificaram que a administracdo de pentoxifiina ou prednisolona reduz a
deposicao de coldgeno durante a colestase induzida pela ligadura do ducto
biliar comum.5!

Na sequéncia destes achados, Tannuri e cols. desenvolveram o modelo
de ligadura seletiva do ducto biliar em animais recém-desmamados, visando
estudar a acdo da colestase sob o parénquima hepético adjacente, cujas vias
biliares ndo apresentavam obstru¢do. Por meio de andlises histologicas e
histomorfométricas, os fendbmenos de proliferagdo ductular e acumulo de
coldgeno decorrentes da obstrucao biliar foram observados ndo somente nos
lobos hepaticos cujas vias biliares foram obstruidas, mas também nos lobos
cujas vias biliares permaneceram pérvias.®* De forma semelhante, a presenca
do marcador de miofibroblastos, a alfa-actina de musculo liso, apresentou
aumento significativo em ambos os lobos hepéaticos pela metodologia do RT-
PCR semiquantitativo, confirmando os achados histolégicos e consolidando a
utilizacdo do modelo experimental. No entanto, os genes da desmina e TGF-1
que também estdo envolvidos na evolucdo da fibrogénese hepética,
principalmente na identificacdo dos tipos celulares predominantes da
populacdo de miofibroblastos, ndo foram detectados quando avaliados pelo

método convencional do RT-PCR semiquantitativo.3%:36.58
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A metodologia da reacdo em cadeia de polimerase via transcriptase
reversa (RT-PCR) tem sido bastante util no sentido de auxiliar a compreensao
dos mecanismos de interacdo génica e as possiveis fungdes fisiologicas dos
genes em resposta a lesdo celular.?® O principio da andlise de expressao
génica consiste em realizar o caminho inverso ao da célula, onde, uma vez que
a producao de &cido ribonucléico mensageiro (MRNA) pela célula é necessério
para a sintese proteica, extrai-se 0 mMRNA do material biolégico de interesse e
empregando a enzima transcriptase reversa sintetiza-se in vitro uma fita de
DNA complementar ao mRNA (cDNA), possibilitando a quantificacdo deste
material genético pela metodologia da PCR.6:67

Na literatura atual € expressivo o numero de trabalhos que utilizam a
metodologia do RT-PCR para a quantificacdo de transcritos.%8/° Em particular,
a metodologia do gRT-PCR (quantitative reverse transcriptase polymerase
chain reaction) ou RT-PCR em tempo real tem sido de uso cada vez mais
corrente.%7° Uma das principais diferencas entre estas metodologias é que no
gRT-PCR é possivel detectar o aumento do numero de cépias do gene de
interesse & medida que ocorre a amplificacdo, enquanto que na metodologia
do RT-PCR semiquantitativo a analise dos transcritos s6 é realizada apos a
etapa da amplificacdo em termociclador, mediante a realizacéo da eletroforese
em gel de agarose.’%"2

Esta marcante diversidade entre as metodologias tem proporcionado
maior confiabilidade no método do PCR em tempo real, ndo somente pela
reducdo dos riscos de contaminacdo da amostra, como também pela maior
sensibilidade na quantificacdo dos transcritos.’ Isto decorre do fato de que, na

metodologia do PCR em tempo real, a quantificacdo é feita através da
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intensidade de fluorescéncia obtida pela deteccéo de fluoréforos intercalantes
de DNA de dupla fita, engquanto que na metodologia do RT-PCR
semiquantitativa a mensuracdo do material genético é feita empiricamente
através da densitometria das bandas. "4

Neste contexto, a metodologia do gRT-PCR em tempo real tem
demonstrado maior sensibilidade na identificacdo de alteragbes moleculares
em relagdo a metodologia do RT-PCR semiquantitativo.” Além disso, o fato de
podermos observar a curva de amplificagdo a medida que a reagdo acontece
nos transmite maior confiabilidade dos resultados, estabelecendo a
quantificacdo do material genético na fase exponencial da reagdo de acordo
com o perfil de amplificacdo das amostras.”

Em sintese, os fendmenos fisiopatoldégicos que sucedem a colestase
sdo pouco conhecidos. Embora o numero de estudos sobre fibrogénese
hepética seja abundante, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
fibrose apds o reestabelecimento do fluxo biliar nos casos de atresia das vias
biliares, e 0 comprometimento dos segmentos hepaticos que apresentam
drenagem biliar normal a partir de um parénquima com colestase, ndo séo
compreendidos.”® A utilizacdo do modelo experimental de ligadura seletiva das
vias biliares no rato recém-desmamado permitiu identificar a presenca de
miofibroblastos no parénquima néo colestético. No entanto, a metodologia do
RT-PCR semiquantitativo ndo permitiu identificar a sequéncia das alteragcbes
moleculares envolvidas na evolucdo da fibrogénese hepatica neste modelo
experimental.®3 A utilizacdo da metodologia do gRT-PCR em tempo real

permitird investigar a dindmica das alteragbes moleculares envolvidas no



11
Introducao

desenvolvimento da fibrogénese hepatica no modelo de ligadura seletiva do

ducto biliar.



2. OBJETIVOS
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Os objetivos da presente pesquisa foram:

1. Comparar os resultados obtidos pelo método do RT-PCR
semiquantitativo e do gqRT-PCR em tempo real para o estudo dos

genes da desmina, alfa actina de musculo liso e TGF-B1.

2. Investigar a dindamica das alteracbes moleculares dos genes da
desmina, alfa-actina de mdusculo liso e TGF-B1 ap6s a ligadura
seletiva do ducto biliar tanto no parénquima hepatico colestatico

como também no parénquima hepatico adjacente a obstrucao biliar.



3. METODOS
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3.1. Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da FMUSP, em 20 de outubro de 2010, sob o

n° 269/10.

3.2. Animal de experimentacgao

Para este estudo foram utilizados ratos Wistar recém-desmamados (21
dias), de ambos os sexos, com peso entre 30 e 50 gramas. Os animais foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP. Ao
serem recebidos no Laboratorio de Cirurgia Experimental do Instituto da
Crianca, os animais foram aclimatados por periodo de 24 horas e mantidos em
gaiolas com iluminacdo e temperatura controlada e fornecimento de racéo e
agua ad libitum.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados ap0s anestesia de acordo

com as Normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA."8



16
Métodos

3.3. Método cirurgico da ligadura seletiva dos duct  os biliares

Todos os animais foram operados pelo mesmo cirurgido. Para a
padronizacdo da ligadura biliar seletiva foram operados 13 ratos com 21 dias
de vida, com o objetivo de se obter experiéncia quanto a técnica anestésica e a
padronizacdo dos procedimentos cirdrgicos.

ApoOs anestesia com isoflurano em campéanula, os animais foram
colocados e fixados com esparadrapo micropore nas quatro patas, em prancha
adequada. Utilizando-se material de microcirurgia e estereomicroscopio com
20 a 40 aumentos, com técnica nao asséptica, o acesso ao figado foi feito por
laparotomia mediana supra-umbilical. O ligamento triangular esquerdo do
figado foi seccionado para melhor exposicdo da viscera e procedeu-se a
ligadura dos ductos biliares responsaveis pela drenagem do lobo hepatico
médio, esquerdo lateral e caudado, que perfazem aproximadamente 70% da
massa do figado do rato. A ligadura foi realizada com fio de nylon 9.0 seguida
da seccéo do ramo biliar, impedindo assim a recanalizacdo do mesmo (Figura

2). O lobo direito lateral permaneceu com sua drenagem biliar intacta.
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Figura 2. Fotografia mostrando as ligaduras e seccdo dos dois ductos
responsaveis pela drenagem biliar dos lobos hepaticos médio, esquerdo lateral
e caudado (seta preta). Observar que a drenagem do lobo direito lateral

permanece intacta (seta branca)

Com o objetivo de evitar neoformacdo de canaliculos biliares intra-
hepaticos entre os lobos, foi realizada, adicionalmente, ligadura do parénquima
gue comunica o lobo direito lateral (ducto ndo ligado) com o médio (ducto
ligado), por meio de clipe metalico do tipo vascular (Figura 3). Tal processo de
colateralizacédo ja foi descrito’® e pode ser responsavel pela reversdo da

colestase do parénquima ligado em poucos dias.
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Figura 3. Fotografia mostrando o clipe vascular colocado entre o lobo direito
lateral e médio. Notar isolamento total do parénquima do lobo lateral direito em

relacdo ao restante do figado (seta)

Imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico a incisdo abdominal foi
fechada com sutura continua, em plano Gnico, utilizando-se fio inabsorvivel

monofilamentar de polipropileno 6-0, com agulha vascular.
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3.4. Obtencéo do material

Os ratos submetidos a ligadura seletiva das vias biliares e secg¢édo do
parénquima foram divididos em grupos, de acordo com o0 momento da morte: 7
e 60 dias ap0s a cirurgia. Como controle foram utilizados ratos mantidos sobre
as mesmas condi¢cdes ambientais ndo sendo realizado procedimento cirargico.

Grupo 1: Ratos submetidos a ligadura seletiva das vias biliares e
sacrificados 7 dias ap6és a ligadura seletiva das vias biliares (n=6).

Grupo 2: Ratos submetidos a ligadura seletiva das vias biliares e
sacrificados 60 dias apés a ligadura seletiva das vias biliares (n=6).

Grupo 3: Ratos controles com 28 dias de vida (n=6).

Grupo 4: Ratos controles com 81 dias de vida (n=6).

Os ratos foram colocados em campanula de isoflurano até a parada
respiratéria. Através de incisdo mediana toraco-abdominal foram colhidos
separadamente os lobos hepaticos médio e esquerdo lateral (cujos ductos
foram ligados- DL) e o lobo direito lateral onde a drenagem biliar permaneceu
intacta (ducto néo ligado - DNL).

Imediatamente apds a coleta, o material foi colocado em solugcdo de
RPMI contendo soro fetal bovino a 10% e enviadas ao laboratério para o

congelamento das amostras em nitrogénio liquido a -180°C.
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3.5. Extracdo de RNA

Foi realizada extragdo do &cido ribonucleico mensageiro (MRNA) dos
fragmentos de figado coletados (DL e DNL). Aproximadamente 100mg de
tecido hepético foi fragmentado em pulverizador de tecido (Mikro-
Dismembrenator U Sartorius, Alemanha) apds adicdo de nitrogénio liquido. O
pulverizado foi homogeneizado em 700l da solucdo TRIZOL® (INVITROGEN
Life Technologies, USA).

A solucdo obtida foi incubada durante 5 minutos em temperatura
ambiente para completa dissociacdo de nucleoproteinas, e em seguida foram
adicionados 200ul de cloroférmio. Esta solucdo foi centrifugada na velocidade
de 10.621 x g durante 15 minutos a 4°C. Ao término da centrifugagéo, foi
obtida a separagcdo da mistura em 3 fases: uma inferior de coloracéo
avermelhada (fenol-clororérmio), uma interfase (proteinas), e uma superior,
incolor e aquosa. Esta ultima que contém o RNA foi transferida para um tubo
limpo em que foi adicionado 500uL de isopropanol gelado. A solucao
permaneceu em repouso durante 15 minutos em temperatura ambiente e, em
seguida, foi submetida a centrifugacdo a 10.621 x g por 15 minutos. Nesta
etapa o pellet de RNA era visivel e todo o sobrenadante foi desprezado por
imerséo. O pellet contendo o RNA foi lavado com 1ml de etanol 75% gelado, e
centrifugado a 2.655 x g por 5 minutos. Ao término da centrifugacdo o
sobrenadante foi retirado com cuidado para nao aspirar o RNA precipitado no
fundo do tubo, o RNA foi ressuspenso em agua bidestilada, tratada com 0,01%

de Dietilpirocarbonato (DEPC).
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A determinacdo da concentragdo e da pureza do material foi realizada
por espectrofotbmetro modelo Biofotdmetro (Eppendorf AG, Alemanha). Em
uma cubeta de quartzo foram colocados 1puL do RNA em suspenséo e 100uL
de 4gua com DEPC para a leitura nos comprimentos de onda 260 e 280nm.
Foi padronizado para todas as amostras de RNA a concentragédo final de
10ug/ul. Observou-se também a relagdo Azeo/Az2s0 para a avaliacdo da pureza
do RNA, a qual foi considerada aceitavel se estivesse entre 1,8 e 2,1, pois
valores neste intervalo indicam auséncia de DNA na amostra.

A integridade das amostras de RNA foi verificada por eletroforese em
gel de agarose a 1%, através da visualizacdo das bandas ribossomais 18S e
28 S coradas com brometo de etideo (Figura 4), que foram fotografadas pelo
sistema Kodak Gel Logic 100 Imaging System (Kodak, Rochester, NY). Apos
esses procedimentos, as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido a

temperatura de -180°C e, posteriormente, submetidas a transcrigao.

—> 185

Figura 4. Gel de agarose a 1% com amostras de RNA extraido. As
subunidades 18S e 28S correspondem ao RNA ribossomal, indicando a

integridade da amostra
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3.6. Sintese de cDNA através da Transcricdo Reversa

ApoOs a extracdo de RNA, o cDNA foi sintetizado para que a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) semiquantitativa e quantitativa fosse realizada.
Dez microgramas de RNA total foram utilizados na sintese de acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) através da utilizacdo da enzima
Superscript 1l RnaseH trancriptase reversa (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Inicialmente, foram adicionados 1pl de RNA total, 100pmoles de
oligonucleotideos de desoxitimidina — (oligo [dT]) que se associa a cauda Poli
A, atuando como iniciador para a transcriptase reversa e 5ul de agua livre de
RNase, com incubacdo a 72°C por 10 minutos e imediato resfriamento das
amostras em gelo. Posteriormente, foram adicionados para cada amostra 4pl
de tampado da enzima, 0,1M de dithiotreitol, 500uM de cada um dos
deoxinucleotideos (ANTP) e 200 unidades de SuperScript Ill. A reacdo com
volume total de 20uL foi processada em termociclador Peltier Thermal Cycler
200 (MJ Research,Minnesota, EUA) por 50 minutos a 42°C, seguida por 10
minutos a 72°C para a inativacdo da enzima. ApoOs este procedimento as

amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

3.7. Genes de reférencia (housekeeper genes)

Os genes referéncia ou housekeeping sdo genes constitutivos,

responsaveis por funcdes essenciais para a manutencdo do funcionamento
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celular. Deste modo, o gene de referéncia ideal € aquele que apresenta
expressdo constante nos diversos estagios de desenvolvimento e condi¢des
fisiologicas, ndo sofrendo alteracdo por tratamentos ou condigbes
experimentais.

A normalizacéo através do uso de genes referéncia € um método para o
controle interno do erro experimental da RT-PCR, que embora abranjam uma
série de cuidados para garantir uma quantidade semelhante entre as amostras,
ainda assim, estdo sujeitas as variacdes provenientes de todo o0 processo,
desde o método de extragcdo do RNA até a quantificacdo dos transcritos pela
metodologia do PCR. Desta forma, esta estratégia permite controlar variacdes
nas quantidades iniciais do acido ribonucleico entre as diferentes amostras.”
O gene da ciclofilina que participa do dobramento de proteinas e a hipoxantina-
guanina fosforibosil transferase (HPRT), uma enzima que converte a
hipoxantina em inosina ou guanina em guanosina, sendo importante na via de
rescaldo de purinas, (a hipoxantina é uma purina presente no anticédon do
RNA, na forma de iosina), apresentaram niveis de expressdo constantes nos
diferentes grupos estudados, sendo considerados apropriados para este

estudo por apresentar baixa variabilidade de expresséo génica.

3.8. Escolha dos primers

Os primers especificos utilizados neste estudo para 0s genes da

desmina, a-actina de musculo liso, TGF-B1 e para os genes de referéncia

interna hipoxantina-fosforibosil transferase e ciclofilina foram desenhados com
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base nas sequéncias de RNA mensageiro disponiveis no banco de dados do
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os primers foram construidos utilizando o programa Primer3
(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi). A sequéncia
dos iniciadores “primers” dos genes de estudo bem como dos genes utilizados

como calibradores (housekeepers) esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia de nucleotideos utilizados na PCR para deteccdo da

expressao geénica.

Gene "primers" Sequéncia pb
sense 5" GTT TGAGACCTT CAATGT CCC 3
a-actina 159
antissense 5 CGATCT CAC GCT CAG CAGTGA 3
sense 5'ATACGC CTG AGT GGC TGTCT 3
TGF-B1 153
antissense 5 TGG GAC TGATCC CATTGATT 3
sense 5'CCA ACT GAG AGAAGAAGCAGAG 3
Desmina 134
antissense 5 CTT ATT GGC TGC CTG AGT CAAG 3
sense 5' GGG AAG GTG AAA GAA GGC AT 3'
Ciclofilina 211
antissense 5' GAG AGC AGA GAT TAC AGG GT 3
sense CTC ATGGACTGATTATGG ACAGGAC
HPRT 123

antissense GCA GGT CAG CAAAGAACT TAT AGC C
pb: pair base.

3.9. PCR semiquantitativa (RT-PCR)

A PCR foi realizada em reacdes com volume de 25uL. Cada reacéao

continha 1pl de cDNA, 7,5pmol de cada um dos primers, 200uM de cada um
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dos deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,5uL de tampéo da
enzima (20mM Tris-HCI pH8.0), 2 unidades da enzima Taq DNA Polimerase
(Invitrogen). Todas as reacdes foram realizadas no termociclador (MJ
Research, Minnesota, EUA), acompanhadas de um controle de contaminacao
da reagdo ausente de material genético. A fim de evitar uma falsa analise, o
namero de ciclos para cada um dos genes estudados foi estabelecido de modo
que a reacgao terminasse antes de atingir a fase plato.

Para a amplificacdo dos genes foi realizada uma etapa de denaturagao
inicial de 94°C por 5 minutos e ao passo final foi realizada uma extenséo de
72°C por 10 minutos para todos os genes. As condicbes da PCR

semiquantitativa para cada gene estao representadas na Tabela 2.

Tabela 2: Condicdes utilizadas para a amplificacdo dos genes pelo PCR.

Genes Denaturacéo Pareamento Extensao cr:]iclcti)('es
a-actina 95°C -1 minuto 61°C-1minuto  72°C - 1 minuto 35
TGF-A1 95°C - 1 minuto  60°C -1 minuto 72°C - 1 minuto 33
desmina  95°C -1 minuto 56°C-1minuto  72°C - 1 minuto 32
ciclofilina  95°C - 1 minuto  55°C - 1 minuto  72°C - 1 minuto 30

n° de ciclos: quantidade de ciclos necessarios para a deteccéo do produto da PCR.

Ao final da reagéo o produto amplificado foi submetido a eletroforese em
gel de agarose a 2%, durante 30 minutos a 110 volts (Figura 5). O gel foi
documentado pelo sistema Kodak Gel Logic 100 Imaging System (Kodak,

Rochester, NY).



26
Métodos

Figura 5. Amplificacdo do gene da ciclofilina (gel de agarose a 2%) das
amostras de cDNA dos animais. As bandas correspondem a um fragmento de

211 pares de base

A magnitude de expressao de cada gene foi avaliada pela densitometria
das bandas utilizando o Software Kodak Imaging (Kodak, Rochester, NY). A

partir dos resultados fornecidos pelo Software foi realizado o seguinte céalculo:

Gene de estudo

Gene interno

3.10. PCR quantitativa em Tempo Real (QRT-PCR)

O estudo da amplificagdo dos genes da desmina, a-actina de musculo
liso e TGF-B1 também foram realizados pela técnica de qRT-PCR, a fim de
confrontar com o0s resultados obtidos pelo método do RT-PCR
semiquantitativo.

Para o monitoramento da qRT-PCR foi necessaria a padronizacdo de

um gene interno que apresentasse as mesmas condi¢des de ciclagem térmica
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dos genes de estudo. Inicialmente foram testados os genes ciclofilina e HPRT,
constatando-se que o0 gene HPRT apresentava condicbes idénticas de
amplificacdo para os genes do estudo.

O volume total da reacdo de 15uL foi composto de 1ul de cDNA,
7,5pmol de cada iniciador para cada um dos genes estudados e 7,5ul de
Platinum® SYBR Green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen Life Technologies,
USA) que contem todos os reagentes necessarios para a reacdo além do
fluoréforo SYBR Green |. Este corante fluorescente intercala a dupla fita de
DNA permitindo a quantificacdo do material genético amplificado. Através da
quantificagéo da intensidade de fluorescéncia é possivel estabelecer o nimero
de cépias de DNA que é proporcional a intensidade de fluorescéncia obtida.

Todas as reacdes foram realizadas em termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen, Alemanha) acompanhadas de um controle de auséncia de
contaminacdo de material genético da reacdo. Cada amostra foi realizada em
triplicata tanto para o gene alvo como para o gene interno.

Para todos os genes a reacdo da PCR iniciou com denaturagao a 95°C
por 5 minutos antes do inicio da ciclagem que consistiu de 40 ciclos.
Finalizando o ultimo ciclo, foi realizada uma extensédo final a 72°C por 5
minutos antes de iniciar a dissocia¢ao do produto amplificado. As condi¢des de
ciclagem da reacdo para cada um dos genes estudados estdo representadas

na tabela 3.
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Tabela 3: Condig¢6es utilizadas para a amplificacdo dos genes pelo método do
gRT-PCR em tempo real.

Genes Denaturacédo Pareamento Extensao
alfa-actina 95°C - 20 segundos  60°C - 30 segundos 72°C - 30 segundos
TGF-B1 95°C - 20 segundos  60°C -30 segundos  72°C - 30 segundos

desmina  95°C - 25 segundos  62°C - 35 segundos 72°C - 30 segundos

Todas as amplificagdes foram finalizadas com a curva de dissociag&o ou
curva de melting. A cinética da curva de melting consiste em elevar
gradualmente a temperatura (55°C a 95°C). A medida em que o DNA é
submetido a uma temperatura elevada ocorre a sua denaturagéo, com redugao
repentina da emissdo de fluorescéncia pelo SYBR green. Esse resultado,
expresso em graus Celsius, é caracteristico de cada produto de PCR e varia
conforme o tamanho e composi¢cdo quimica do fragmento amplificado. Esta
abordagem permite verificar a especificidade da reacdo, além de confirmar a
auséncia de formacdo de dimeros de primers ou qualquer outro produto
inespecifico, que poderiam fornecer resultados falsos. A figura 6 exemplifica

esta andlise de especificidade da amplificacéo.
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desmina I a-actina

.| TGF-p1 ; | HPRT

Figura 6. Curva de melting dos genes da desmina, a-actina, TGF-beta 1 e
hipoxantina-fosforibosil transferase (HPRT). A presenca de um pico Unico

demonstra a especificidade da reacao

A deteccdo da amplificacdo das amostras foi realizada no Software
Rotor Gene Q — Pure Detection versdo 2.0.3 (Qiagen, Alemanha). A medida
que inicia a reacdo do PCR em tempo real o programa de computador gera um
grafico onde é realizada a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia a
cada novo ciclo da reagcdo. Ao final da reagdo, € estabelecido o limiar de
deteccdo denominado threshold. A quantificacdo do material genético é
estabelecida no ponto onde ocorre a intersecc¢ao do threshold com a curva de
amplificacdo, estes valores sdo expressos em Ct (Cycle threshold) e se
referem a quantidade de ciclos necessarios para que a amostra atinja o limiar

de deteccao na fase exponencial da amplificagdo. Desta forma, quanto maior a
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quantidade de material genético presente na reacdo, menor € o numero de
ciclos necessarios para a deteccéo da intensidade de fluorescéncia. A figura 7

mostra 0 monitoramento das curvas de amplificagédo do gRT-PCR.

" {Tiveshoi]

Morm . Fluara

1 2 3 4 5 B 7 8 9 0 1 12 13 14 15 18 17 18 19 W A n B MU B X ¥ B/ MW D H 32 3% 3 3 3¥ 3 3|/ 3 40
Cycle

Figura 7. Curva de amplificacdo de gRT-PCR. O traco horizontal representa o
limiar de deteccéo da fluorescéncia (threshold). A quantidade da fluorescéncia
obtida durante a reacdo de PCR produz uma curva de amplificacdo que na
fase exponencial ultrapassa o limiar de deteccéo Ct, permitindo a quantificagéo

do material genético

A partir dos valores obtidos de Ct da reacdo do PCR em tempo real,
foram mensurados os niveis de expressdo génica das amostras utilizando o
calculo da quantificacdo relativa. Este método de analise tem por objetivo
comparar as mudancas no perfil de expressdo génica da amostra de estudo
em relacdo a um calibrador (amostra controle). O célculo da quantificacéo
relativa (RQ - relative quantification) foi feito pelo método descrito por Livak e

Schmittgen (2001),%° que é determinado pela equagédo RQ=2-4¢,
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RQ = 24¢t onde ACt= Ct alvo - Ct enddgeno, e AACt = ACt amostra - ACt

do calibrador

Para a realizacdo desta formula, primeiramente deve ser feita a
corregcdo de variacdo de concentragdo de cDNA entre as amostras (valor de
ACt). Esta correcéo é realizada subtraindo o valor obtido do Ct alvo (valor de Ct
do gene de interesse) com o valor obtido do Ct do gene endbgeno. Apos a
obtencdo destes valores foi realizado o calculo do AACt, para isto, os valores
obtidos de ACt das amostras foram subtraidos pelo valor de ACt da amostra
calibradora. A utilizacdo de uma amostra calibradora € recomendada para
descrever quantas vezes o0 gene de estudo esta sendo mais ou menos
expresso em relacdo a este calibrador, recomenda-se como calibradores da
reacdo amostras do tempo zero do estudo ou amostras controles (sem
nenhum tratamento).

Neste estudo foi utilizado como amostra calibradora um pool (contendo
a mistura de todas as amostras controles), de forma que também comparamos
este pool com as amostras individuais dos animais controles, a fim de obter os
valores de expressao génica deste grupo. Apos a determinacdo dos valores de
AACt, aplicou-se a férmula da quantificacdo relativa dada por: 24¢t, onde o
dois na base da férmula aritmética representa que a quantidade de material
genético da reacdo € dobrada a cada novo ciclo. No entanto, para assumir que
a quantidade de material genético é dobrada a cada novo ciclo da reacéo, é
necessario avaliar a eficiéncia da reacdo de PCR para o gene de estudo e o

gene enddgeno, sendo valido o método da quantificacdo relativa apenas se a
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eficiéncia da reacéo for aproximadamente iguais entre o gene alvo e o0 gene

endogeno.

3.11. Anadlise da eficiéncia da amplificacao

A validagdo do método da quantificagdo relativa neste estudo foi
realizada através da curva padrdo. Para isto, utilizou-se um pool de todas as
amostras de cDNA do grupo controle (pool de cDNA). Em seguida foram
realizadas diluicbes seriadas deste pool de cDNA (1:10; 1:100; 1:1.000;
1:10.000; 1:100.000), a amplificacdo das amostras foi realizada utilizando os
mesmos reagentes descritos anteriormente.

Apés a amplificacdo o software estabeleceu um grafico de regresséo
linear formado a partir dos valores do Ct em relacdo ao numero relativo de
cOpias da diluicdo seriada. A partir deste gréfico o software do aparelho de
PCR em tempo real determinou os valores do coeficiente angular da reta

(slope) utilizando a férmula:

‘l E:]_O(-l/S|Ope) |‘

Onde o slope corresponde a inclinagdo da reta da curva padrdo que
deve apresentar valor proximo de -3,3 obtido quando se analisa a variacado dos
Cts dos genes em fungdo do logaritimo na base 10, das diferentes
concentragbes de cDNA. Um slope de -3,3 indica 100% de eficiéncia da
amplificacdo do ensaio, o coeficiente de correlacdo (R?) mensurado pelo
mesmo software mede o quao proximo € o ajuste entre a regressao linear da

curva padrao e os valores individuais de Ct das amostras, onde o valor 1 indica
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um ajuste perfeito entre a regressao linear e os valores individuais de Ct.
Foram considerados para este estudo valores de eficiéncia proximo de 100%,
slope de -3,3 e valores de “R?" préximo de 1. A tabela 4 mostra os valores de
coeficiente de correlacdo (R?), inclinacdo da reta (slope ou M) e eficiéncia da
reacao (100% = 1.00) obtidos para os diferentes genes estudados. As figuras
8, 9, 10 e 11 demonstram os pontos das diluicdes de cDNA e a andlise do
grafico obtido por esses pontos fornecido pelo software do aparelho de PCR

em tempo real.

Tabela 4: Valores obtidos pela curva de eficiéncia na padronizacdo das
reacoes de gRT-PCR.

Gene R? Inclinacao (slope) Eficiéncia
desmina 0,997 3,310 1.00 (100%)
Alfa-actina 0,997 3,36 0,98 (98%)
TGF-beta 1 0,992 3,311 1.00 (100%)

HPRT 0,992 3,315 1.00 (100%)
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Figura 8. Curva de eficiéncia de amplificacdo do gene da desmina gerada na

padronizacdo da reacdo do gRT-PCR. A) Curva de amplificacdo das diluicbes

seriadas de cDNA. B) Grafico de regresséao linear estabelecido pelo software

do aparelho de PCR em tempo real. No eixo “X” representa a concentragao de

cDNA (escala logaritmica) e no eixo “y” encontram-se os valores de “Cts” de

cada diluicdo das amostras de cDNA
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Figura 9. Curva de eficiéncia de amplificacdo do gene da alfa actina de

musculo liso, gerada na padronizacdo da reagdo do gRT-PCR. A) Curva de

amplificacdo das diluicdes seriadas de cDNA. B) Grafico de regressao linear

estabelecido pelo software do aparelho de PCR em tempo real. No eixo “x”

encontram-se os valores de “Cts” de cada diluicdo das amostras de cDNA
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Figura 10. Curva de eficiéncia de amplificacdo do gene do TGF-beta 1, gerada

na padronizacdo da reacdo do qRT-PCR. A) Curva de amplificacdo das

diluicbes seriadas de cDNA. B) Grafico de regressao linear estabelecido pelo

software do aparelho de PCR em tempo real. No eixo “X” encontram-se 0s

valores de “Cts” de cada diluicdo das amostras de cDNA
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Figura 11. Curva de eficiéncia de amplificacdo do gene da hipoxantina-
fosforibosil transferase (HPRT), gerada na padronizagéo da reacédo do qRT-
PCR. A) Curva de amplificacdo das diluicbes seriadas de cDNA. B) Grafico de
regressao linear estabelecido pelo software do aparelho de PCR em tempo
real. No eixo “X” encontram-se os valores de “Cts” de cada diluicdo das

amostras de cDNA

3.12. Limites de detecc¢do entre os métodos do RT-PC R e qRT-PCR

Para comparar os limites de deteccéo entre as metodologias do RT-PCR
semiquantitativo e o qRT-PCR em tempo real, foram realizadas diluicdes

seriadas de cDNA para a amplificacdo do gene da a-actina de musculo liso,
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que apresentou diferencas significantes em ambas as metodologias. Um pool
de cDNA contendo a mistura de todas as amostras do lobo ligado (DL) foram
submetidas a diluigcbes seriadas (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:10.000; 1:100.000).
Utilizamos um pool de amostras do lobo ligado (DL) devido este grupo ter
demonstrado diferencas significantes em ambas as metodologias. Os
reagentes utilizados para esta analise foram o0s mesmos descritos

anteriormente de acordo com a metodologia utilizada.

3.13. Analise Estatistica

Antes de aplicar-se a analise estatistica destinada a possibilitar a
interpretagdo dos dados, verificamos através do teste de Shapiro-Wilk a
distribuicdo dos dados, a fim de avaliar qual teste seria 0 mais adequado para
cada situagao.

Os dados que apresentaram distribuicdo normal (paramétrico) foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA — one way) seguido do teste de
Tukey. Assumindo a distribuicdo assimétrica os dados foram submetidos ao
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. A hipo6tese
de igualdade foi rejeitada para p<0,05. Todos os célculos foram realizados pelo

programa SPSS verséo 18.0 para Windows (SPSS, Chicago, IL, USA).



4. RESULTADOS
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4.1. Perfil de expressdao dos genes responsaveis pel a fibrogénese

hepatica pelos métodos do RT-PCR (semiquantitativo) e JRT-PCR

Os perfis de expressdao dos genes responsaveis pelo processo da
fiborogénese hepatica foram comparados pelos métodos de RT-PCR
(semiquantitativo) e do gRT-PCR (quantitativo), apds 7 e 60 dias da ligadura
seletiva do ducto biliar.

Para melhor compreensdo, os resultados numéricos referentes as
expressdes dos genes estudados serdo apresentados sob a forma de graficos.
Os valores individuais das analises da expressédo génica obtidos através das
duas metodologias descritas constam em ANEXOS.

Nos gréaficos referentes ao RT-PCR semiquantitativo, s&o mostradas as
medianas e percentis das densidades relativas ds bandas dos genes
amplificados. Nos gréficos referentes ao qRT-PCR, expdem-se as medianas e
percentis da quantificacdo da expressao génica obtida a partir do produto 244,

Nos graficos 1 e 2 sdo apresentados os niveis de expressdo génica
pelos métodos semiquantitativo e quantitativo do gene da desmina nos animais
controles, em DL (parénquima com ducto biliar ligado) e DNL (parénquima com

ducto nao ligado), 7 e 60 dias apds o procedimento cirdrgico.
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Gréafico 1. Valores de expressao génica da desmina, 7 dias apos a ligadura

seletiva do ducto biliar.
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Grafico 2. Valores de expressdo génica da desmina, 60 dias apos a ligadura

seletiva do ducto biliar.
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Observando o perfil de expresséo génica da desmina entre as diferentes
metodologias, podemos observar diferencas entre os métodos. Pela
metodologia do RT-PCR semiquantitativo 0S grupos n&o apresentaram
diferencas de expressdo génica. Ao contrario, a metodologia do gRT-PCR
exibiu alterac¢des significantes ndo demonstradas pelo método convencional.

A partir da metodologia do gRT-PCR em tempo real pudemos observar
aumento significativo do gene da desmina no parénquima hepatico onde a
drenagem biliar permaneceu intacta (DNL) 7 e 60 dias apés a ligadura seletiva

do ducto biliar.
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Nos graficos 3 e 4 sdo apresentados os niveis de expressdo génica
pelos métodos semiquantitativo e quantitativo do gene da alfa-actina de
musculo liso nos animais controles, em DL e DNL, apés 7 e 60 dias da ligadura

seletiva do ducto biliar.

Grafico 3. Valores de expressdo génica da alfa-actina de muasculo liso, 7 dias

apos a ligadura seletiva do ducto biliar.
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Grafico 4. Valores de expresséo génica da alfa-actina de musculo liso, 60 dias

apos a ligadura seletiva do ducto biliar.
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Os resultados observados em ambas as metodologias demonstraram

aumento significativo na expressao do gene da alfa-actina de musculo liso no

lobo hepatico submetido a ligadura do ducto biliar (DL) apés 7 dias do

procedimento cirurgico quando comparado com as amostras do grupo controle

(p<0,05). Contudo, 60 dias apos a ligadura seletiva do ducto biliar pudemos

observar que em ambas as metodologias 0s niveis de expressao génica da

alfa-actina de musculo liso esteve aumentado tanto em DL quanto em DNL em

relacdo ao grupo controle (p<0,05).
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Nos graficos 5 e 6 sdo apresentados os niveis de expressdo génica
pelos métodos semiquantitativo e quantitativo do gene do TGF- 1 nos animais

controles, em DL e DNL, ap6s 7 e 60 dias da ligadura seletiva do ducto biliar.

Grafico 5. Valores de expressédo génica do TGF-B1, 7 dias apos a ligadura

seletiva do ducto biliar.
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Grafico 6. Valores de expressao génica do TGF-B1, 60 dias apos a ligadura

seletiva do ducto biliar.
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A andlise do perfil de expressdo génica do TGF-B1 pelas diferentes
metodologias mostrou resultados heterogéneos. Pela metodologia do RT-PCR
semiquantitativo apés 7 dias do procedimento cirirgico ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,09). No entanto, considerando a metodologia
do qRT-PCR em tempo real, mais sensivel, pudemos observar que apoés 7 dias
as amostras do lobo hepéatico submetido a ligadura do ducto biliar (DL)
apresentaram aumento significativo de expressdo génica do TGF-f1 em

relacdo ao grupo controle (p=0,015).
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Apés 60 dias da ligadura seletiva do ducto biliar, os valores de
expressdo do gene TGF-f1 nado exibiram diferencas significativas pelas

metodologias utilizadas.

4.2. Comparacao dos limites de deteccédo entre as me todologias do RT-

PCR semiquantitativo e do gRT-PCR em tempo real

A capacidade em detectar pequenas quantidades de material genético
pelos métodos do RT-PCR semiquantitativo e do qRT-PCR em tempo real
foram comparadas através de diluicbes seriadas de cDNA (Figura 12).
Comparando os limites de detec¢do entre ambos os métodos foi possivel
visualizar que a metodologia do RT-PCR semiquantitativo apresentou menor
sensibilidade na deteccdo de pequenas quantidades de material genético
(12C) em comparacdo com o método do gRT-PCR em tempo real. (12A).
Através de diluicdes seriadas de cDNA o método semiquantitativo identificou
apenas diluicdes com maior concentracdo de cDNA (diluicdo de 1:10 até
1:1.000), enquanto que a metodologia do gRT-PCR em tempo real permitiu
visualizar a amplificacdo de amostras mais diluidas (diluicdo de 1:10 até
1:100.000) demonstrando ainda uma alta especificidade do método mesmo em
amostras com baixas concentragcbes de material genético, como pode ser

observada através de um pico Unico da curva de melting (12B).
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Figura 12. Comparacdo do limite de deteccdo dos métodos de RT-PCR
semiquantitativo e qRT-PCR em tempo real para o gene da alfa actina de
musculo liso. A) Curva de amplificacdo gerada pelo software do aparelho do
gRT-PCR em tempo real, (eixo y) quantidade de fluorescéncia do SYBR Green
[, (eixo x) quantidade de ciclos. Deteccao das diluicbes das amostras de cDNA
(10%; 104 10%; 10% 10%). B) Curva de melting mostrando a especificidade do
ensaio em amostras com pouca quantidade de material genético. C) Amostras
amplificadas pelo método do RT-PCR semiquantitativo, analisadas pela
visualizacdo da densidade da banda de DNA (gel de agarose 2%). Note que
somente as diluicGes mais concentradas foram detectadas (10°%; 10% 10%). D)
Representacdo grafica da eficiéncia de deteccdo das amostras diluidas pelos

meétodos do gRT-PCR em tempo real e do RT-PCR semiquantitativo



5. DISCUSSAO
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Dentre os métodos laboratoriais utilizados para avaliar processos
fisiologicos envolvidos pds-intervencdo em modelos experimentais, as técnicas
de reagédo em cadeia de polimerase via transcriptase reversa tém sido bastante
Uteis no sentido de auxiliar a compreensdo dos mecanismos de interacao
génica e as possiveis funcdes fisiolégicas dos genes em resposta a lesédo
celular.®® A técnica convencional do RT-PCR semiquantitativo permite a
quantificacdo dos niveis de expressdo génica de forma empirica, onde a
mensuracdo dos resultados é realizada através da densidade da banda de
DNA ao final da reacédo de PCR.8!

O advento da metodologia do gRT-PCR em tempo real tem possibilitado
a quantificacdo dos niveis de expressdo génica de forma mais acurada,
utilizando fluoréforos que se intercalam ao DNA a medida que o material
genético é amplificado.8?8 Desta forma, a cada novo ciclo da reacdo de PCR
em tempo real é realizada a leitura da intensidade de fluorescéncia, e ao final
da reacdo da PCR é projetada a curva de amplificacdo das amostras,
elucidando o perfil da amplificacdo de cada amostra nas fases: inicial
(background), exponencial, linear e plat6.848 A delimitacdo das distintas fases
pela curva de amplificacdo do PCR em tempo real, permite que o material
genético seja quantificado na fase exponencial da reacdo, determinando o
nivel de expressao génica de cada amostra.??

Esta marcante diversidade em mensurar 0os niveis de expressao génica
entre as diferentes metodologias da PCR pode conduzir estudos a resultados

conflitantes, o que motivou a proposta inicial deste estudo de comparar os
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resultados obtidos entre os métodos do RT-PCR semiquantitativo e do qRT-
PCR em tempo real.

No presente estudo, a comparacdo dos resultados obtidos entre as
diferentes metodologias de analise de expressdo génica apresentaram
resultados heterogéneos. Uma das possiveis explicacbes para este achado
seria o fato do método do gqRT-PCR em tempo real permitir o monitoramento
da amplificacdo da reacao, possibilitando identificar a quantidade de material
genético ainda na fase exponencial do ensaio, enquanto que o0s resultados
obtidos pelo método do RT-PCR semiquantitativo s&o mensurados somente ao
final da amplificacdo do material genético, o que limita a identificacdo da fase
exponencial de cada uma das amostras.”374.84

Essas discrepancias entre resultados das diferentes metodologias de
PCR tém sido extensivamente demonstradas em estudos envolvendo a
quantificacdo de microrganismos,®°? em particular trabalhos envolvendo a
identificagc@o e quantificagdo viral onde ha grande necessidade de métodos
mais sensiveis para a deteccdo do agente patogénico na fase precoce da
infecgdo.87-92

Diferentemente, Souza e cols., ao comparar a capacidade dos métodos
do RT-PCR semiquantitativo e do gRT-PCR em tempo real na deteccdo do
gene MYCN em neuroblastoma encontraram resultados semelhantes entre as
diferentes metodologias, demonstrando que o método convencional por ser de
custo mais acessivel pode ser utilizado para o exame prognéstico desta
neoplasia. Por outro lado, os autores sugerem que a deteccdo por ambas as
metodologias s6 foi possivel devido as amostras utilizadas pertencerem a

pacientes em estadios avancados da doenca, o que de fato caracteriza a maior
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hY

quantidade de material genético mutado devido a progressdo das células
tumorais.8

Em nosso estudo, a utilizacdo das diferentes metodologias de andlise de
expressao génica permitiu elucidar a dindmica das alteragcées decorrentes da
obstrucao seletiva do ducto biliar. O modelo experimental utilizado na presente
pesquisa foi proposto por Tannuri e cols., em nosso laboratério a fim de
elucidar os mecanismos envolvidos no processo da fibrogénese hepatica nos
casos de atresia das vias biliares e estenoses segmentares. Por meio do
método do RT-PCR semiquantitativo pdde-se observar um aumento da
expressdo do gene da alfa actina de musculo liso tanto no parénquima
hepético com obstrugéo do fluxo biliar como no parénquima hepético adjacente
a obstrucdo, elucidando a atuacdo de mecanismos endocrinos ou paracrinos
na modulacdo da doenca.®* De fato, a atuacdo de mecanismos enddcrinos ou
paracrinos na evolucdo do processo fibrogénico nos casos de colestase
segmentar tem sido sugerida por diversos autores.’®>'” No entanto, modelos
experimentais que reproduzissem a ativagao e o estabelecimento da fibrose no
parénquima hepatico cujas vias biliares permanecem pérvias ainda ndao haviam
sido explorados em animais jovens.

Outros estudos, referentes ao modelo de obstru¢do biliar seletiva em
ratos, tém sido utilizados em animais adultos.”®*3 Quaresma e cols., estudaram
as alteracdes histologicas e bioguimicas decorrentes da obstrucdo biliar do
ducto hepético direito em ratos adultos, no entanto, nenhum sinal de colestase
péde ser identificado, devido & comunicacdo entre o parénquima hepatico
colestatico e o parénquima hepatico adjacente a obstrucéo biliar.®® De fato, a

reversibilidade da fibrose hepética decorrente da colestase segmentar ja havia
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sido elucidada previamente por Ni e cols., que demonstraram que a
recuperagcdo do processo obstrutivo do parénquima hepatico cuja via biliar foi
obstruida é reestabelecida a partir da formacéo de ductos biliares colaterais.”

Em nosso laboratério, o modelo da ligadura seletiva em ratos jovens
possibilitou a reprodutibilidade dos achados histopatoldgicos observado nos
casos de colestase, permitindo o estudo in vivo da dindmica das alteracdes
moleculares envolvidas na evolugdo da fibrogénese hepatica decorrente da
colestase segmentar.%*

A elucidagcdo das alteragbes decorrentes da colestase tem sido
classicamente estudada pelo modelo experimental de ligadura do ducto biliar
comum.®% A fisiopatologia da fibrogénese hepatica envolve uma complexa
relacéo entre infiltrado inflamatério, producéo de espécies reativas de oxigénio,
ativagdo e liberacéo de citocinas pro-inflamatérias que culminam na ativacéo e
transdiferenciacdo das células hepaticas em miofibroblastos.®’ Varios trabalhos
que utilizam o modelo classico de ligadura do ducto biliar comum descrevem a
presenca de miofibroblastos poucos dias apés o procedimento cirdrgico.’’:356%

Em nosso modelo, péde-se observar, pela metodologia do gRT-PCR em
tempo real, niveis de expressdo génica da desmina mais elevados no
parénquima hepatico onde a drenagem biliar permaneceu intacta (DNL),
enquanto que o parénquima hepatico colestatico ndo apresentou diferencas
significativas. Este dado corrobora com a hipétese de que o desenvolvimento
da fibrose nos casos de AVB e estenoses intra-hepaticas ocorra a partir de
mecanismos enddcrinos ou paracrinos.1517

A desmina € uma proteina estrutural dos filamentos intermediarios

presente no citoesqueleto da célula estreladas,®* no entanto, em estado
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quiescente as células estreladas hepaticas apresentam niveis baixos desta
proteina que dificilmente sdo detectaveis. Ao serem ativadas por citocinas pré-
inflamatérias e fatores de crescimento tais como: TGF-beta, TGF-alfa, TNF-alfa
e IL-6, as células estreladas hepaticas passam a se proliferar apresentando
niveis elevados de desmina.??

O processo de transdiferenciagdo das células estreladas em
miofibroblastos é observado na fase inicial da fiborogénese hepatica. Durante
esse processo, ha a presenca de niveis elevados de desmina, devido ao
aumento da populacdo de células estreladas hepaticas.®? Poucos estudos
demonstram a atuacdo da desmina no processo de fibrogénese hepética,
provavelmente pelo fato dos niveis da desmina sé serem observados na fase
precoce da fibrogénese hepatica.’?3¢ Esta hipotese pode ser confirmada em
nosso modelo animal, onde o parénquima hepatico cuja via biliar foi obstruida
ndo apresentou diferengas significativas dos niveis de desmina. A presenca de
valores semelhantes aos niveis basais de desmina no parénquima hepéatico
colestatico pode ser justificada pela evolugdo da fibrogénese ter sido mais
intensa, levando a redugcdo dos niveis de desmina pela diferenciacdo do
fendtipo celular em miofibroblastos.

Por ser provavelmente menos intenso porém continuo o estimulo
fibrogénico no parénquima com drenagem biliar intacta (DNL), os niveis de
desmina se mantiveram elevados. Provavelmente em DNL as células
estreladas continuam lentamente se multiplicando, enquanto que em DL o
estimulo fibrogénico mais intenso deve provocar uma intensa proliferacdo
inicial das células estreladas, e 7 dias apés a ligadura biliar seletiva essa

populacédo celular ja se encontra diferenciada em miofibroblastos.
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Esta hipétese pode ser consolidada ao observarmos o0s niveis de
expressdo génica da alfa-actina de mauasculo liso. Através das duas
metodologias foi possivel observar que o parénquima hepatico com obstrucao
do fluxo biliar apresentou resposta fibrogénica mais intensa com aumento na
expressdo do gene da alfa-actina de mdusculo liso sete dias apds o
procedimento da ligadura seletiva, enquanto que no parénquima hepatico cujas
vias biliares permaneceram pérvias, os niveis de alfa-actina s6 foram
diferentemente expressos apds sessenta dias da cirurgia, demonstrado
resposta fibrogénica mais tardia.

A alfa-actina de musculo liso é expressa pelos miofibroblastos, que
constituem uma populacdo heterogénea de células altamente pré-fibrogénica,
que sustentam a progressdo da fibrose com a deposicdo de colageno, e
consequente alteracdo da arquitetura parenquimatosa.®?%?! Estudos com
diferentes modelos experimentais de fibrose hepatica descrevem a presenca
deste marcador de miofibroblastos poucos dias ap6s a inducdo de fibrose.
Porém, é evidente que o estabelecimento da doenca é variavel de acordo com
o estimulo fibrogénico. Em estudos utilizando o modelo classico de ligadura do
ducto biliar comum € observada evolucdo rapida de fibrose, sendo
identificados niveis elevados de alfa-actina de musculo liso poucos dias ap6s a
inducéo da fibrose.35:36

No presente estudo, o modelo de ligadura seletiva do ducto biliar
demonstrou desenvolvimento progressivo de fibrose, e semelhante ao modelo
cldssico de ligadura do ducto biliar comum, a presenca da alfa actina de

musculo liso no parénquima com obstru¢do do fluxo biliar apés a primeira
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semana da cirurgia, evidenciou a resposta fibrogénica mais intensa neste
parénquima.

Esta afirmacao pode ser pode ser demonstrada pelo perfil de expressao
génica do TGF-B1. Através dos resultados obtidos pela metodologia do qRT-
PCR em tempo real, foi possivel identificar niveis elevados de expressao
génica do TGF-B1 no parénquima hepatico colestatico apds sete dias da
ligadura seletiva do ducto biliar.

O TGF-betal é a principal citocina envolvida na evolucdo da fibrose
hepatica, sendo expresso no figado pelas células de Kupffer, miofibroblastos, e
fibroblastos portais. Esta citocina esté relacionada com a diferenciacao celular,
e principalmente na estimulacdo da sintese de componentes da matriz
extracelular, como colagenos dos tipos I, Il e 1V, fibronectina e laminina.>458
Além disso, alguns trabalhos tém demonstrado que niveis elevados de TGF-31
podem inibir a proliferacdo das células estreladas hepéaticas, atuando como
indutor de apoptose.50-53

Estudos experimentais sobre fibrose tém demonstrado a atuagdo do
TGF-betal na fase precoce da fibrogénese induzindo a transdiferenciacao do
fendtipo celular de fibroblastos para miofibroblastos.®® No entanto, a real via
que leva a ativacdo do processo de diferenciacdo celular na fibrogénese
hepéatica ainda é bastante controversa.®® Alguns autores acreditam que a
énfase dada as células estreladas hepaticas na producdo de proteinas de
matriz extracelular nos ultimos anos tem sido demasiadamente exagerada,
sugerindo a atuacdo dos fibroblastos do trato portal nos estagios iniciais do

desenvolvimento da fibrogénese hepéatica.100-102
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De fato, o desenvolvimento da fibrose ndo ocorre por uma via Unica de
ativacdo, mas sim pela interacdo de diversos mecanismos complexos que
interagem entre si  conduzindo a desestruturacdo da arquitetura
parengquimatosa.?®2* Guyot e cols., sugerem que o predominio de diferentes
tipos celulares na evolucdo da fibrogénese hepatica decorre do tipo de modelo
experimental utilizado.?®

A colestase decorrente da obstrucdo da via biliar intra-hepatica ndo é
um fendmeno isolado na medicina,1°%1% o que justifica a utilizacdo do modelo
experimental de ligadura seletiva do ducto biliar para melhor compreender os
mecanismos de ativacdo da fibrose nos casos de obstrucéo biliar observados
na infancia. A diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos é observada
pela presenca de niveis elevados de TGF-betal, que induz a diferenciacdo
destas células.5"%8

De fato, em nosso modelo experimental os niveis de TGF-f1
apresentaram niveis elevados somente no parénquima hepatico colestatico
concomitantemente com a presenca da alfa-actina de musculo liso, enquanto
que no parénquima hepético adjacente a obstrucdo biliar ndo houve aumento
desta citocina. A presenca da alfa-actina de musculo liso apds sete dias da
ligadura seletiva no parénquima hepatico colestatico permitiu que pudéssemos
inferir que a resposta fibrogénica neste parénquima seja mais intensa em
relacdo ao parénquima hepatico adjacente, que demostrou niveis elevados de
alfa actina somente apds sessenta dias da cirurgia. Portanto, nossos
resultados reforcam a hipotese do importante papel das células estreladas

hepéticas durante o estagio inicial da fibrogénese.?®
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A expressdo génica aumentada do TGF-betal no parénquima hepéatico
colestéatico na fase precoce da fibrogénese hepatica sugere uma resposta a
ativacdo dos fibroblastos portais, ja que esta citocina também induz a
diferenciacdo do fenétipo celular de fibroblastos em miofibroblastos.3%56
Entretanto, a tendéncia a persisténcia da expressdo do TGF-betal no
parénquima hepatico colestatico, em uma fase mais tardia e a presenca da
alfa-actina de musculo liso isolada no parénquima adjacente a obstrugcdo
sugere que esta citocina esteja intimamente relacionada a deposicao de
colageno pelos miofibroblastos, uma vez que o parénquima hepéatico adjacente
apresentou resposta fibrogénica mais tardia. Diversos autores tém
demonstrado que o TGF-betal atua na inibicdo da proliferacdo de células
estreladas hepaticas.5*>?> Nossas observacées sobre o parénquima hepatico
adjacente a obstrucdo corroboram com esta hipotese, em que nao foi possivel
identificarmos a presenca da desmina juntamente com a do TGF-betal, o que
de fato esclarece este mecanismo.

As alteragcdes moleculares decorrentes da obstrucdo seletiva do ducto
biliar ndo puderam ser totalmente esclarecidas pela metodologia do RT-PCR
semiquantitativo. Comparando os resultados obtidos entre as diferentes
metodologias do gRT-PCR em tempo real e do RT-PCR semiquantitativo
pudemos identificar que o perfil de expressao génica da alfa-actina de musculo
liso foram semelhantes em ambos os métodos. Pelo contrario, ao
compararmos os resultados de expressao génica do TGF-B1 pelas diferentes
metodologias, pudemos observar que 0 método semiquantitativo demonstrou
tendéncia ao aumento no parénquima hepatico colestatico com valor de

p=0,09. Este aumento no nivel de expressdo génica do TGF-f1 pdde ser
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elucidada de forma objetiva pela metodologia do gRT-PCR em tempo real que
demonstrou valor de significancia estatistica mais expressiva (p=0,015).

Como ja dito anteriormente, a desmina € uma proteina de fase aguda,
presente em niveis elevados durante a ativacdo e proliferacdo das células
estreladas hepaticas.3? Em nosso estudo, procuramos identificar o processo da
fibrogénese em sua fase inicial, no entanto, a metodologia convencional do
RT-PCR semiquantitativo nao identificou diferencas significantes da desmina
entre os diferentes grupos. Por outro lado, a metodologia do qRT-PCR em
tempo real possibilitou identificarmos alteracdes nos niveis de expressao
génica da desmina no parénquima hepatico onde a drenagem biliar
permaneceu normal.

Essas discrepancias entre os resultados obtidos pelas diferentes
metodologias podem ser explicadas pelo fato de que o método do PCR em
tempo real apresenta maior sensibilidade na detec¢cdo de pequenas alteracoes
de material genético.%¢ Dagher e cols., avaliando o limite de deteccdo de DNA
pelos métodos do RT-PCR semiquantitativo e gRT-PCR em tempo real
demonstraram que a metodologia do gRT-PCR em tempo real apresenta
sensibilidade dez vezes maior que 0 método semiquantitativo, permitindo a
identificacdo de pequenas concentracées de material genético.06

Para efeito de comparacdo da efetividade dos meétodos, realizamos
diluicdes seriadas de cDNA e comparamos qualitativamente a capacidade das
diferentes metodologias em identificar pequenas quantidades de material
genético representada através destas diluicdes. Através desta andlise,
pudemos identificar que o método do RT-PCR semiquantitativo apresenta

maior dificuldade em identificar pequenas quantidades de material genético,
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demonstrada pela identificagdo da banda do produto amplificado das amostras
mais concentradas com diluicdes de cDNA de 1:10 e 1:100 . Diferentemente, a
metodologia do gRT-PCR em tempo real apresentou niveis de deteccdo
melhores, permitindo identificar a amplificacdo das amostras com menores
quantidades de material genético com diluicbes até 1:100.000, além de
apresentar alta especificidade da amplificacao representada pela formacéo de
um pico unico na curva de melting.

E oportuno mencionar que a efetividade de identificar pequenas
variacdes de expressdo génica pelo método do gRT-PCR em tempo real
também pbde ser observada pelos valores da escala grafica dos resultados
obtidos pelas diferentes metodologias. Através da representacdo dos valores
da expressdo génica da alfa-actina de musculo liso, observamos que o0s
resultados obtidos nos grupos que apresentaram diferencas significativas pelo
gRT-PCR em tempo real apresentam valores mais elevados e facilmente
distintos, enquanto que os dados obtidos pelo método do RT-PCR
semiquantitativo apresentaram na escala representada no grafico valores
menores e relativamente proximos, embora tenham apresentado diferencas
significativas semelhantes ao método do PCR em tempo real. No entanto, 0s
genes da desmina e TGF-beta 1 ndao demonstraram diferencas significantes
entre 0s grupos quando avaliados pelo método do RT-PCR semiquantitativo,
mas ao serem analisados pela metodologia do gRT-PCR em tempo real,
apresentaram diferencas significativas, porém apresentaram valores na escala
grafica aproximados.

Diante do exposto, pudemos demonstrar que o0 método do gRT-PCR em

tempo real apresenta maior sensibilidade na deteccdo de pequenas
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quantidades de material genético, além de permitir distinguir pequenas
variacbes nos niveis de expressdo génica, como foi demonstrado pelos
resultados obtidos pelo qRT-PCR em tempo real na analise dos genes da
desmina e do TGF-betal.

No presente estudo, os resultados obtidos entre as diferentes
metodologias de andlise de expressao génica, permitiram elucidar a dinamica
das alteracBes dos genes da desmina, alfa-actina de muasculo liso e TGF-betal
na evolucdo da fibrogénese hepatica no modelo experimental de ligadura
seletiva do ducto biliar. A constatacdo de que a metodologia do qRT-PCR em
tempo real € mais sensivel que o RT-PCR semiquantitativo representa
consideravel interesse na pesquisa clinica e experimental, uma vez que estas
metodologias s&o de uso corriqueiro e podem conduzir a resultados
conflitantes.

Finalmente, a presenca de niveis elevados de expressdo do gene da
desmina no parénquima hepético adjacente a obstrucao biliar, permitiu elucidar
0 aumento da populacdo das células estreladas hepéaticas em resposta ao
estimulo fibrogénico, sugerindo que este tipo celular exerca um importante
papel no desenvolvimento da fibrose nos casos de colestase segmentares. O
conhecimento dos mecanismos de transicdo do fenotipo celular para
miofibroblastos podera permitir delimitar potenciais farmacos a fim de inibir a
evolucédo da fibrogénese nos casos de colestase segmentares. A inibicdo da
proliferacdo das células estreladas hepéticas podera reduzir a evolucdo da
fiborogénese hepéatica no modelo experimental estudado. Esta é a préxima
pesquisa, que jA estd em curso no Laboratorio de Cirurgia Pediatrica da

FMUSP (LIM-30), dando sequéncia a presente investigacao.
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Nas condi¢cdes da presente pesquisa, péde-se concluir que:

1. A metodologia da qRT-PCR demonstrou maior sensibilidade em
comparacdo com o méetodo do RT-PCR semiquantitativo no estudo
da expressao dos genes da desmina, alfa actina de musculo liso e

TGF-betal.

2. Através da metodologia do gRT-PCR em tempo real foi possivel
elucidar a dinamica das alteracdes dos genes da desmina, alfa-
actina de mausculo liso e TGF-beta 1 na evolugdo da fibrogénese
hepatica tanto no parénquima hepatico colestatico como também no

parénquima hepatico adjacente a obstrucao biliar.
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Anexo A. Valores individuais da densidade relativa das bandas obtidas pelo
meétodo semiquantitativo do RT-PCR para o gene da desmina, nos grupos

controle, DL e DNL 7 dias ap6s a ligadura seletiva dos ductos biliares.

Controle DL DNL
0,83 0,86 0,77
0,77 0,76 0,98
0,85 0,84 0,75
0,71 0,63 0,77
0,90 0,82 0,67
0,75 0,87 0,85

Anexo B. Resultados obtidos pelo método do gRT-PCR em tempo real
expressando os valores medios individuais da quantificacdo relativa do gene
da desmina, nos grupos controle, DL e DNL 7 dias apés a ligadura seletiva dos

ductos biliares.

Controle DL DNL

0,744313 1,604603 2,136143
0,834425 1,236288 3,746191
0,436856 1,455363 1,214661
0,787176 1,137002 2,497621
0,523012 1,183831 2,913810
0,670749 1,110098 1,828983
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Anexo C. Valores individuais da densidade relativa das bandas obtidas pelo
método semiquantitativo do RT-PCR para o gene da desmina, nos grupos

controle, DL e DNL 60 dias ap0s a ligadura seletiva dos ductos biliares.

Controle DL DNL
0,78 0,71 0,94
0,79 0,98 0,96
0,77 0,63 0,84
0,85 0,74 0,57
0,80 0,92 0,74
0,77 0,78 0,86

Anexo D. Resultados obtidos pelo método do gRT-PCR em tempo real
expressando os valores médios individuais da quantificacdo relativa do gene
da desmina, nos grupos controle, DL e DNL 60 dias ap0s a ligadura seletiva

dos ductos biliares.

Controle DL DNL

0,404106 0,855600 1,274836
0,227085 0,909078 1,481141
0,570382 0,726986 0,952638
0,447610 1,132334 1,218417
0,344999 1,129103 1,343604
0,488570 0,812729 1,129824
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Anexo E. Valores individuais da densidade relativa das bandas obtidas pelo
método semiquantitativo do RT-PCR para o gene da alfa-actina, nos grupos

controle, DL e DNL 7 dias apo0s a ligadura seletiva dos ductos biliares.

Controle DL DNL
0,87 0,98 0,90
0,88 0,98 0,88
0,81 1,28 0,86
0,90 0,88 0,95
0,75 1,04 0,86
0,81 1,22 0,95

Anexo F. Resultados obtidos pelo método do gRT-PCR em tempo real
expressando os valores médios individuais da quantificacdo relativa do gene
da alfa-actina, nos grupos controle, DL e DNL 7 dias apés a ligadura seletiva

dos ductos biliares.

Controle DL DNL

2,138841 8,643991 2,181028
1,625871 8,168097 3,216160
1,875426 9,849155 4,818026
0,716978 8,111676 5,032611
1,329579 7,210003 4,610370
1,864938 9,415310 2,804206
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Anexo G. Valores individuais da densidade relativa das bandas obtidas pelo
método semiquantitativo do RT-PCR para o gene da alfa-actina, nos grupos

controle, DL e DNL 60 dias ap0s a ligadura seletiva dos ductos biliares.

Controle DL DNL
0,86 1,07 0,89
0,88 1,10 1,09
0,85 1,00 1,10
0,87 1,05 1,18
0,86 1,15 0,89
0,88 1,07 1,10

Anexo H. Resultados obtidos pelo método do gRT-PCR em tempo real
expressando os valores médios individuais da quantificacdo relativa do gene
da alfa-actina, nos grupos controle, DL e DNL 60 dias ap0s a ligadura seletiva

dos ductos biliares.

Controle DL DNL

2,799242 10,629486 10,196485
1,795426 10,928322 7,061623
2,887859 10,911845 8,754349
1,627068 10,729760 10,852835
1,731606 10,731031 8,190108
2,743384 10,751290 10,376063
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Anexo |. Valores individuais da densidade relativa das bandas obtidas pelo
método semiquantitativo do RT-PCR para o gene do TGF-beta 1, nos grupos

controle, DL e DNL 7 dias apo0s a ligadura seletiva dos ductos biliares.

Controle DL DNL
0,85 0,98 1,03
0,81 1,20 0,79
0,91 0,91 1,24
0,96 1,08 1,11
0,89 1,30 0,72
0,91 1,10 0,85

Anexo J. Resultados obtidos pelo método do gRT-PCR em tempo real
expressando os valores médios individuais da quantificacdo relativa do gene
do TGF-beta 1, nos grupos controle, DL e DNL 7 dias ap0s a ligadura seletiva

dos ductos biliares.

Controle

0,995374
0,755241
0,578344
0,924524
0,696289

0,948146

DL

1,404580
1,153249
1,497759
1,425282
1,734103

1,575382

DNL

1,514475
0,994262
1,235485
1,205141
1,344387

1,646701
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Anexo K. Valores individuais da densidade relativa das bandas obtidas pelo
método semiquantitativo do RT-PCR para o gene do TGF-beta 1, nos grupos

controle, DL e DNL 60 dias ap0s a ligadura seletiva dos ductos biliares.

Controle DL DNL
0,90 0,95 0,74
0,85 0,96 0,99
0,86 0,95 0,76
0,89 0,71 1,20
0,90 0,96 0,89
0,87 0,75 0,85

Anexo L. Resultados obtidos pelo método do gRT-PCR em tempo real
expressando os valores médios individuais da quantificacdo relativa do gene
do TGF-beta 1, nos grupos controle, DL e DNL 60 dias apos a ligadura seletiva

dos ductos biliares.

Controle DL DNL

0,674800 0,895746 0,772949
0,609290 0,929987 0,810021
0,494831 0,895940 0,742262
0,764439 0,933809 0,976038
0,620401 0,732043 0,832260
0,564775 0,815351 0,894671
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