JULIA DIAS DA SILVA

PAPEL DO RECEPTOR MET NA VIABILIDADE DE
NEUTROFILOS EM MODELOS DE INFLAMACAO
AGUDA

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais
Julho 2017



JULIA DIAS DA SILVA

PAPEL DO RECEPTOR MET NA VIABILIDADE DE
NEUTROFILOS EM MODELOS DE INFLAMACAO
AGUDA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Biologia Celular do departamento de
Morfologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo em ciéncias

com énfase em Biologia Celular.

Orientador: Profa. Dra. Vanessa Pinho da Silva

Coorientador: Prof. Dr. Flavio Almeida Amaral

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais
2017



Dedico este trabalho a Deus, aos meus pais Milton e
Francisca, a minhas irmas Samara e Juliana, ao meu
Tio Fernando e ao meu marido Rafael, que sempre
me incentivaram nessa jornada, obrigada por tudo!

VOCcés sdo meu porto seguro.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente eu agradeco a Deus por ter me permitido chegar até aqui
e por sempre estar comigo.

A minha familia e ao meu marido, muito obrigada pelo incentivo, apoio,
carinho e por sempre estarem comigo em todos 0s momentos.

A professora Vanessa Pinho por ter me dado a oportunidade de fazer
parte da sua equipe e pelos ensinamentos.

Ao Flavio por te me auxiliado bastante nesse trabalho e pelos
ensinamentos.

A Alesandra por ter me ensinado grande parte do que eu sei hoje, por
dividir madrugadas de experimentos comigo, tristezas de experimentos que
nao deram certo e felicidades daqueles que deram e pelas caronas também.
Em fim em vocé eu encontrei uma grande amizade, obrigada por tudo. Este
trabalho também é seu!

A Jessica pelas madrugadas de experimentos, por ter me disponibilizado
a sua casa, pelas ideias de experimentos que criamos juntas, obrigada por
tudo. Vocé chegou assim de mansinho para acompanhar meus experimentos e
acabou se tornando uma grande amiga.

Ao walyson por ter me ensinado varias técnicas, por me ajudar em
experimentos, pelos conselhos e a amizade.

A Ana e ao Gabriel que foram muito presentes no meu trabalho, sempre
pude contar com vocés, muito obrigada por tudo.

A Rosadlia que me ajudo em algumas técnicas e se torno uma grande
amiga, muito obrigada por tudo.

A Erika que de uma forma ou de outra esteve sempre presente na minha
vida me auxiliando e me dando muita forca, obrigada.

Ao William por ter me ensinado uma técnica que jamais pensei que
conseguiria fazer o W.B, muito obrigada pela paciéncia que vocé teve comigo.

A Livia pela amizade e o apoio em varios experimentos.

A Frank pelos ensinamentos, muito obrigada por me ajudar nas analises.

Aos amigos do laboratério Denise, Rayssa, Barbara, Carol, Luis, Layara,

Lidia pelo apoio.



Ao professor Mauro Martins Teixeira e todo grupo Imunofar que de uma
forma ou de outra participaram desse trabalho.

A Debora, Alan, Prof. Dr. Gustavo Menezes enfim ao lab N3-140 pelos
ensinamentos, apoio e amizade.

A Rose, llma, llda e Hermes vocés tem grande importancia nesse
trabalho.

Enfim, agradeco as agéncias que contribuiram financeiramente para
realizacdo deste projeto: CAPES,CNPq, FAPEMIG.



Resumo

A inflamacdo € um processo fisiolégico do organismo desencadeado por dano
tecidual infeccioso ou estérii e tem o proposito crucial de restaurar a
homeostase do tecido. No entanto, uma inflamacao néo resolvida pode levar ao
dano tecidual e dar origem a doencas inflamatérias crbnicas associadas a
perda de funcdo dos oOrgaos. Sendo assim é evidente que a resolucdo da
inflamacéo é o principal processo que ocorre durante uma resposta inflamatoria
aguda associada ao retorno a homeostase. Met € um proto-oncogene
envolvido na via de sinalizagao intracelular de crescimento, proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Ele codifica o receptor do fator de crescimento de
hepatécitos (HGFR), presente na membrana de diferentes tipos celulares é
importante na proliferagcdo, sobrevivéncia e migracdo celular. Porém, a sua
participacdo na resolucdo da inflamacdo ainda nao foi estudada. Aqui,
avaliamos o papel de MET na sobrevida celular utilizando dois modelos de
inflamagédo em camundongos. O primeiro modelo utilizado foi a pleurisia
induzida por LPS. Os camundongos foram desafiados com 250 ng/cavidade de
LPS. Apés 6 horas do desafio com LPS, momento no qual a inflamacdao ja esta
estabelecida, foi feito o tratamento com o inibidor de MET, PF-04217903. As
células foram recuperadas da cavidade pleural 4 horas apos o tratamento com
a droga. O tratamento com PF-04217903 diminui o numero de neutroéfilos na
cavidade pleural sem afetar o numero de células mononucleares. Essa
diminuicdo do nuamero de neutréfilos foi acompanhada por um aumento do
namero de neutréfilos apototicos e eferocitose. O segundo modelo utilizado foi
o de gota aguda induzida por cristais de urato monossoddico (MSU). Os
camundongos foram injetados com 100 pg de MSU na articulagéo tibiofemoral.
Inicialmente, verificamos que a cinética de expressdo de MET em neutrofilos
esta correlacionada com o acumulo dessas células na cavidade periarticular. O
tratamento com PF-04217903 foi feito 6 horas apdés a injecdo com MSU,
momento no qual a inflamacdo j& estd estabelecida. Quatro horas ap6s o
tratamento, houve uma reducdo do numero de neutrofilos e um aumento de
células apoptéticas em relacdo aos animais ndo tratados. Além disso,
demonstramos que a inibicdo de MET foi capaz de reduzir o limiar de
hipernocicepgdo. Avaliamos também o efeito de PF-04217903 na sobrevida de
neutréfilos humanos in vitro. Os neutrofilos incubados com o inibidor de MET
aumentou a porcentagem de células apoptéticas em relacdo aos neutrdfilos
nao tratados. Assim, esses resultados demonstram que MET tem uma funcao
muito importante na manutencao da sobrevida de neutréfilos e que a inibicao
da atividade desse receptor pode induzir apoptose de neutrdéfilos contribuindo
para a resolucdo da resposta inflamatoria aguda.



ABSTRACT

Inflammation is a salutary host reaction to infectious or sterile tissue damage
and has the crucial purpose of restoring tissue homeostasis. However, an
unresolved inflammation can lead to tissue damage and give rise to chronic
inflammatory diseases associated to loss of organs function. Thus, it is now
evident that the resolution of inflammation is the main process that occurs
during an acute inflammatory response associated to return to homeostasis.
Met is a proto-oncogene involved in the intracellular signaling pathway for cell
growth, proliferation and survival. It codify the hepatocyte growth factor receptor
(HGFR or Met) present on the membrane of different cell types is important in
cell proliferation, survival and migration. However, its participation in the
resolution of inflammation has not been studied. Here, we evaluated the role of
MET in neutrophil survival using two models of inflammation in mice: the
pleurisy induced by LPS and gout. Firstly, mice were challenged with 250
ng/cavity of LPS. Six hour after LPS challenge the mice was treated with the
MET inhibitor, PF-04217903. Cells were recovered from the pleural cavity 4
hours after treatment with the drug. Treatment with PF-04217903 decreased the
number of neutrophils in the pleural cavity without affecting the number of
mononuclear cells. This decrease in the number of neutrophils was
accompanied by an increase in number of apoptotic neutrophils and
efferocytosis. The second model used was the acute gout induced by crystals of
monosodium urate (MSU). The mice were injected with 100 ug MSU at the
tibiofemoral joint. Initially, we verified that the kinetics of MET expression in
neutrophils paralleled with the accumulation of these cells in the joint cavity.
The treatment of mice with PF-04217903, at the peak of inflammation, also
reduced the number of neutrophil associated with increased apoptotic
neutrophil in articular cavity. In addition, we demonstrated that the inhibition of
MET was able to reduce the threshold of hypernociception. We also evaluated
the effect of PF-04217903 on survival of human neutrophils in vitro. PF-
04217903 induced apoptosis in human neutrophil. Thus, these results
demonstrated that MET has a important role in the maintenance of neutrophil
survival and that inhibition of the activity of this receptor can induce neutrophil
apoptosis, contributing to the resolution of acute inflammatory response.
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1- INTRODUCAO

1.1-Inflamacéao

A inflamacdo é uma resposta a lesdo tecidual que pode ser causada por
diversos estimulos como infecgdo, trauma, isquemia, toxinas, minerais, cristais,
produtos quimicos e antigenos (Alessandri, AL e cols., 2013). Os eventos do
processo inflamatério incluem mediadores lipidicos (como prostaglandinas e
leucotrienos), citocinas, quimiocinas, aumento na permeabilidade vascular,
recrutamento de leucécitos e aumento da capacidade sobrevivéncia de
granulécitos no tecido lesionado. A presenca desses eventos durante a
inflamac&o promove os sinais cardinais da inflamacéo descritos por Cornelius
Celsus no primeiro século, que sdo o rubor (vermelhiddo), calor, tumor
(inchacgo) e dor. Além desses sinais, em 1858 foi incluida a perda de funcdo do
tecido descrito por Rudolph Virchow (Basil,MC e Levy, DB, 2015; Medzhitov, R
2010).

Contudo, quando a resposta inflamatéria ndo é controlada (néo resolvida),
ela pode levar a um dano tecidual excessivo e duradouro causado,
principalmente, pelo acumulo de leucécitos e liberagcdo de seus produtos
citoplasmaticos (Lawrence, T e Gilroy, TW 2007). Assim, a resposta inflamatéria
esta envolvida na patogénese de varias doencas crénicas humanas, tais como
aterosclerose, asma, doencas auto-imune e varias doencas neuropatolégicas,
como doenca de Alzheimer e doencas de Parkinson (Bannenberg, GL e cols.,
2005).

1.2-Inflamacéo aguda, leucécitos e seus mecanismos de recrutamento

A resposta inflamatéria pode ser dividida em aguda (auto-limitada) e
cronica (persistente). A inflamacdo é um evento fisiolégico complexo que é
coordenado pela producdo de mediadores moleculares e por ativagdo de
células. Inicia-se com a producdo de mediadores soluveis (incluindo proteinas
do complemento, quimiocinas, citocinas, radicais livres, vasoativos, aminas e

eicosandides (tais como prostaglandinas) por células residentes como
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macrofagos teciduais, células dendriticas (DCs), células endoteliais,
fibroblastos e mastocitos no tecido lesado ou infectado, ativando os leucocitos
circulantes e as células endoteliais (Fullerton,JN e Gilroy, DW, 2016). A
liberacdo desses mediadores soluveis por células residentes promove
vasodilatacao arteriolar que leva aumento do fluxo sanguineo do vaso proximo
a area danificada, resultando em hiperemia local e aumento da permeabilidade
vascular. Nesta fase inicial, as alteragdes no endotélio vascular sdo detectaveis
com consequente exsudacdo de proteinas plasmaticas do sangue para dentro
do tecido (Alessandri, AL e cols., 2013).

Os neutrdfilos se originam e amadurecem na medula 0ssea e sao
posteriormente liberados para a vasculatura periférica. Nos seres humanos,
cerca de 100 bilhdes de neutréfilos entram e deixam sangue circulante todos os
dias e constituem a populacdo leucocitaria dominante na circulacdo. Eles
medeiam as primeiras respostas imunes inatas na inflamacao e desempenham
um papel fundamental na resolucéo da inflamacéo (Teng, TS e cols., 2017). Os
neutréfilos sobrevivem por um periodo maximo de 24-36 horas no sitio
inflamatorio (Vago, JP e cols., 2016). A migracdo dos neutrofilos para o local da
inflamagé&o envolve seguintes eventos:

01) Liberacdo de histamina e citocinas como TNF e IL-1f liberados por

células residentes, que ativam células endoteliais a expressarem moléculas de
adesdo, como E e P selectinas, as quais se ligam a glicoproteinas presentes
nos neutréfilos. Essa etapa facilita a ligacdo inicial do neutréfilo ao endotélio,
permitindo o rolamento de neutrofilos nas vénulas periféricas (Sanz, MJ e
Kubes, P, 2012; Teng, TS e cols., 2017).

02) Os neutrdfilos rolantes reconhecem guimiocinas como CXCL1, CXCL2,

CXCL5, CXCL6 e CXCL8 (variando de espécie para espécie), as quais estédo
concentradas em glicosaminoglicanos (GAGs) e DARC presentes na
membrana das células endoteliais. Essa etapa promove a ativagdo e a adesao
leucocitaria (Figural; Sanz e Kubes, 2012; Teng,TS e cols., 2017).

3) Posteriormente, ocorre ativacao de integrinas 2 presentes na superficie

de neutrdfilos. Promovendo uma mudanca conformacional de uma
conformacao inativa para uma conformacédo completamente expandida e com
alta afinidade de ligacdo a molécula de adesédo-1 (ICAM-1) e molécula de
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adesao celular (VCAM-1), que estdo presentes no endotélio do vaso,
resultando em uma adesao firme (Teng, TS e cols., 2017).

4) As integrinas também induzem o rastejamento e estendimento do

pseuddpodes na superficie endotelial. Os leucécitos aderentes rastejam
ativamente no limen dos vasos inflamados em busca de locais para migracéo
transendotelial (Sanz, MJ e Kubes, P, 2012; Teng, TS e cols., 2017).

No sitio inflamatério, os neutréfilos reconhecem MAMPs (padrdes
moleculares associados a microrganismos) ou DAMPs (padrdes moleculares
associados ao dano tecidual), através dos receptores de reconhecimento de
padrées moleculares, como aqueles do tipo Toll (TLR). Podendo ocorrer
também a opsoniza¢do dos microrganismos por componentes de complemento
e imunoglobulinas (lgs), que sdo reconhecidos por receptores especificos
presentes nos neutrdfilos. A ativacdo desses receptores desencadea uma
cascata de sinalizacdo intracelular e ativagcdo de genes pro-inflamatérios
(Prince, LR e cols., 2011). No local da inflamacdo os neutréfilos promovem
acOes microbicidas e fagocitarias. Para isso, utilizam uma combinacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas de NADPH oxidase,
mieloperoxidase (MPO) e 6xido nitrico sintetase (NOs) (Teng, TS e cols., 2017;
Warren, E e cols., 2017).

Os neutrdéfilos apresentam varios tipos de granulos que se fundem com
vacuolos fagociticos para facilitar a eliminacdo do agente causador da
inflamacdo. Os estimulos s&o reconhecidos por neutréfilos sendo entéo
transportados e fundidos os granulos em um processo chamado degranulacao,
levando a morte de agentes patogénicos em um processo que envolve a
liberacdo e acéo de proteinases e peptidases (Teng, TS e cols., 2017; Warren,
E e cols., 2017).
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Figura 1: Papel dos neutréfilos na cascata de recrutamento de neutréfilos. A
mobilizacdo de neutréfilos da medula 6ssea durante a inflamagéo requer a interacédo
entre gquimiocinas e seus receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Na
microvasculatura, a ativacdo das células endoteliais resulta na expressdo de
selectinas que facilitam a ligagéo inicial e o rolamento de neutrofilos. Os neutroéfilos
rolantes podem detectar quimiocinas imobilizadas por glicosaminoglicanos (GAGS) ou
por receptores de membrana como o DARC, através de GPCR. A ativagdo de
neutrofilos através da ligacdo de quimioquinas com os receptores de neutrofilos geram
sinais que ativam integrinas, levando a uma firme adesdo. Entdo, os neutréfilos
rastejam em busca de locais ideais para migracdo, guiados por gradientes de
quimiocinas e deixam a microvasculatura migrando entre células endoteliais (via
paracelular) ou diretamente através de células endoteliais (via transcelular). (Adaptado
de Sanz, MJ e Kubes, P, 2012).

Juntamente com a chegada dos neutrofilos e dependendo do tipo de
resposta inflamatéria, outros leucocitos migram para o tecido inflamado, dentre
eles podemos destacar os eosinéfilos e os basofilos (Serhan, CN e cols.,
2007). Embora os neutrofilos sejam essenciais para a eliminacdo adequada do
patogeno, o influxo exagerado de leucdcitos e a permanéncia dessas células
no local inflamado podem ser mais prejudicial do que a infec¢éo ou lesédo em si.
Inclusive a permanéncia e influxo exagerado dessas células sao responsaveis

pela dor inflamatdria, uma vez que citocinas liberadas por neutrofilos e ROS
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ativam e sensibilizam neurdnios nociceptivos (Ruiz-Miyazawa, KW e cols.,
2015). Portanto, h4 uma necessidade de regular a presenca dessas células no
local inflamatério, pois a desregulacdo pode promover uma inflamacéo
persistente, a qual pode estar associada a uma perda da resposta de resolucao
e a incapacidade de solucionar adequadamente a inflamacéo aguda (Fullerton
e cols., 2016).

1.3-Resolucéo do processo inflamatorio

A permanéncia e a ativacdo das células recrutadas para o tecido
inflamado necessitam de um controle refinado. Esse controle ocorre por
mecanismos associados aos eventos de resolugdo da resposta inflamatoria
(Alessandri, AL e cols., 2013). A resolucdo da resposta inflamatéria é um
processo ativo que ocorre entre o grande influxo de células inflamatérias e o
retorno a homeostase, envolvendo a completa remocéo de células efetoras e
producdo de mediadores proé-resolutivos (Alessandri, AL e cols., 2013). As
etapas e eventos que levam a resolucdo da resposta inflamatéria sdo (Figura
2):

1) Diminuicdo da producdo de mediadores pro-inflamatérios. Os

leucdcitos presentes no tecido podem liberar fatores que estimulam a
inflamac&o como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
mediadores lipidicos. Os mediadores lipidicos ocorrem em resposta a invasao
de patogenos ou lesbes teciduais. Acidos graxos poli-insaturados s&o liberados
localmente a partir de fosfolipides de membrana (como o acido araquidénico) e
convertidos em eicosanoides (isto €, prostaglandinas e leucotrienos), os quais
ajudam a direcionar os neutréfilos do sangue periférico para os locais
estimulos. A prostaglandina regula o fluxo sanguineo, enquanto o leucotrieno
regula a permeabilidade vascular. Os leucotrienos assim como as citocinas, e
quimiocinas, auxilia a migracdo de neutrofilos para o local do estimulo
inflamatorio. Os neutrofilos também produzem mediadores pro-inflamatoérios,
mas & medida que a inflamacéo prossegue, eles deixam de produzir esses

mediadores, promovendo uma diminuicdo do recrutamento de granulécitos,
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vasodilatacdo e permeabilidade vascular (Alessandri, AL e cols., 2013; Basil,
MC e Levy, DB, 2015; Serhan, CN e cols., 2008).

2) Substituicdo de mediadores pré-inflamatdérios por pré-resolutivos. Em

seguida, a prostaglandina induz gradualmente por meio de enzimas chave na
producdo de mediadores que tém tanto atividades anti-inflamatorias como de
resolucao, tais como as lipoxinas, resolvinas e protectinas. As quais promovem
a desativacao de vias de sinalizacdo associadas com producao de citocinas e
sobrevivéncia de leucécitos (Alessandri, AL e cols., 2013; Basil, MC e Levy,
DB, 2015; Serhan, CN e cols., 2008; Francischetti, | e cols., 2010).

3) Apoptose de células inflamatérias recrutadas. A apoptose é um

processo em que a membrana plasmatica celular permanece integra enquanto
as organelas se agrupam e a célula diminui de tamanho. A cromatina se
prende a carioteca e ocorre fragmentacdo do nucleo, enquanto se formam
bolhas de citoplasma revestidas por membrana plasmatica. Essas bolhas se
desprendem e formam corpos apoptoticos, que sdo entdo reconhecidos e
fagocitados sem que haja perda de integridade das membranas celulares,
extravasamento de enzimas. Os granulécitos no tecido sofrem apoptose e
secretam lipoxinas (LXs), lactoferrina e anexina Al, que inibem o recrutamento
de granulécitos durante a resolucdo para restaurar a homeostase do tecido
inflamado. A apoptdse também previne a lesdo tecidual visto que ndo ocorre a
liberacdo de conteudo celular potencialmente téxico para local da inflamacéo,
promovendo entdo uma “morte silenciosa”, ndo flogistica (Alessandri, AL e

cols., 2013; Serhan, CN e cols., 2008).

4) Depuracdo de células apoptoticas por fagécitos (especialmente por

macrofagos no processo nao-flogistico). As células apoptéticas sinalizam a
necessidade de serem removidas liberando sinais de “eat-me” (facocite-me),
que s&o marcadores de superficie celular reconhecidos por fagocitos. Um
exemplo desses marcadores é a externalizacdo da fosfotidilserina (PS) na
membrana de células apoptoéticas. A interacdo entre sinais presentes em
células apoptéticas com receptores de macrofagos garante que as células

apoptoticas sejam removidas eficientemente do tecido antes da ruptura da
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membrana, minimizando o dano tecidual e a permanéncia da inflamacédo. A
fagocitose de células apoptéticas € chamada de eferocitose. As células
apoptéticas também liberam sinais de “find-me” (encontra-me) através da
liberacdo de sinais lipidicos como lisofosfatidilcolina, esfingosina-1-fosfato
(S1P), nucleotidios ATP e UTP e as quimiocinas classicas CX3CL1 E CCL2
(Alessandri, AL e cols., 2013; Basil e Levy, 2015; Serhan, CN e cols., 2008;

Francischetti e cols., 2010).

Os macréfagos sdo células imunes mononucleares derivadas de
monaocitos. Os monocitos estdo presentes na corrente sanguinea, onde
circulam por varios dias até migrarem para diferentes tecidos ou 6rgaos e
restaurarem as populacées de macréfagos apdés uma inflamacéo. Diferentes
subespecialidades de macréfagos existem em varios 6rgdos em todo o corpo.
Eles desempenham um papel fundamental tanto na imunidade inata como na
imunidade adaptativa, promovendo a secre¢do de mediadores da inflamacéo,
fagocitose de microrganismos invasores e de células apoptéticas do
hospedeiro. Em resposta a varios sinais de origem exdgena e endbgena, 0s
macrofagos polarizam ou passam pela ativacdo e adquirem propriedades
funcionais diferentes, desenvolvendo-se em diferentes fenotipos (Gordam e
Tylor 2005; Muimo R., 2017). Por exemplo, macréfagos M1, também
conhecidos como classicamente ativados, sdo considerados pro-inflamatdrios
devido a grande capacidade de liberar citocinas e quimiciocinas pro-
inflamatorias. Esse fendtipo é ativado por células Thl, as quais promovem a
liberacdo interferon gama (IFN-y) e pelo reconhecimento de padrbes de
moléculas associadas a patégenos que estimulam o fenétipo M1. Ja o fenétipo
M2, chamado de alternativamente ativados, sdo estimulados pelas células Th2
através da liberagéo IL-4. Os macrofagos M2, entdo, produzem IL-10 e TGF-f,
que tém ac¢bes anti-inflamatdrias. Posteriormente, os macréfagos se convertem
para um perfil de macrofagos resolutivos (Mres), os quais limitam a reparacéo
por fibrose no tecido inflamado e migram através dos locais de drenagem para
0s ganglios linfaticos locais, promovendo propriedades reguladoras de
macrofagos (Alessandri, AL e cols., 2013). Os Mres sdo esséncias para

modulacdo de respostas imunes e resolucdo da inflamacdo. E importante
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salientar que a eferocitose provoca a mudanca de fendtipo de macrofagos pro-
inflamatorios, inibindo a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, como TNF, IL-
12, IL-1B e IL-18 e passa a liberar citocinas anti-inflamatorias/pro-resolutivas,
como IL-10 e TGF-B, sendo um caminho para resolucdo da inflamacéo
(Alessandri, AL e cols., 2013; Basil e Levy, 2015; Serhan, CN e cols., 2008).

Sendo o processo de resolucdo da resposta inflamatdria um mecanismo
importante para impedir a inflamag&o persistente, a fibrose e inflamacdes
cronicas (Serhan, CN e cols., 2007; Alessandri, AL e cols. 2013).
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Figura 2: As fases da inflamacdo aguda. A presenca de um estimulo nocivo
desencadeia a sintese de mediadores pro-inflamatérios (1) com consequente
formacdo de um edema, apresentando o extravasamento de fluidos a partir de um
endotélio mais permeavel e a migracdo de neutrofilos (2), seguidos de células
mononucleares (3) para o tecido lesado. No sitio inflamatoério, mondcitos recrutados se
diferenciam em macréfagos (4) que, juntamente com o0s neutréfilos, produzem
mediadores como fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos
e ROS (5), que auxiliam em suas func¢des efetoras. Na fase transitoria, ha uma
reducdo de mediadores inflamatérios e um aumento da liberagcdo de mediadores pro-
resolutivos, ocasionando a apoptose de PMNs (6), seguida de sua eferocitose por
macrofagos teciduais (7). Durante a eferocitose, macrofagos mudam o fenétipo M1
para M2 (8), liberando mediadores anti-inflamatérios e pro-resolutivos (9), que inibem
o influxo de neutrdfilos, intensificam a migragdo de mondcitos e amplificam a
eferocitose. Durante a fase resolutiva, macréfagos M2 mudam o fenétipo novamente,
para Mres (resolutivo) (10), que produz mediadores antifibréticos, antioxidantes, anti-
inflamatorios e pro-resolutivos. A liberagdo desses mediadores limita a leséo tecidual e
fibrose, induz a repopulacéo de linfécitos (11) e induz a remocgao de Mres por meio da
circulacao linfatica (12), restaurando a homeostase do tecido (Adaptado de Alessandri,
AL e cols, 2013).

& Macréfago
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Fase transitoria Fase resolutiva

Assim, 0s mecanismos celulares pelos quais a resolucdo ocorre e 0s
caminhos bioquimicos associadas com o retorno a homeostase abrem novos
caminhos para possiveis intervencdes terapéuticas em uma ampla gama de
doencas associadas com a inflamac&o. No entanto, o objetivo é obter uma

terapia que estimule e antecipe o processo de resolu¢cdo, ndo promovendo
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efeitos indesejaveis, diferente das terapias anti-inflamatérias as quais podem
promover efeitos adversos e imunossupressao (Alessandri, AL e cols., 2013;
Perretti, M e cols., 2015).

1.4-Proto-oncongene MET

Os proto-oncogenes sao genes que estdo envolvidos em uma série de
estagios da sinalizacdo do crescimento celular, na transducdo dos sinais da
membrana plasmatica para o nucleo e na integracdo dos sinais de crescimento
e no redirecionamento da biossintese de macromoléculas incluindo o DNA
(Videira, SR e cols., 2002). Eles desempenham funcfes criticas e a minima
alteracdo dessas moléculas causam graves transtornos nos processos de
divisdo celular. Uma célula saudavel contém proto-oncogenes, cujas mutacdes
somaticas podem resultar em uma expressdo do gene em tempo inapropriado,
em excesso ou de forma anormal. E um gene que quando transformado, por
exemplo, por compostos quimicos ou por virus, origina um oncogene (Manso,
C, 1986). Esses genes possuem uma alta fidelidade de conservacdo da sua
mensagem genética ao longo da evolucédo dos vertebrados, incluindo alguns
invertebrados. Alguns sdo ativos apenas no desenvolvimento embrionario, e
tornam-se quiescentes mais tarde (Manso, C, 1986).

O proto-oncogene met encontra-se no cromossomo 7g21-31 e codifica o
receptor de Transicdo Epitelial Mesenquimal (MET). Este receptor € um
receptor tirosina quinase (RTK), que pertencem a familia de receptores de
superficie celular de elevada afinidade para fatores de crescimento, citocinas e
horménios (Birchmeier, C e cols., 2003). Os RTKs regulam muitas vias de
transducgéo de sinal intracelular envolvidas em mudultiplos processos bioldgicos
normais e patologicos como sobrevivéncia celular, migragédo celular, metastase
e resisténcia a tumores. O receptor MET é um heterodimero de glicoproteina
de 190 kDa constituido por uma subunidade a extracelular ligada a subunidade
B transmembranar por uma ligacdo dissulfeto (Garajova, | e cols., 2015). A
porcdo extracelular inclui o dominio semaforina (Sema), o dominio PSI
(Plexina, Semaforina e Integrina) e quatro dominios IPT (Transcricdo de

Plexinas de Imunoglobulina) (Garajova, | e cols., 2015). O dominio intracelular
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inclui uma sequéncia de justamembrana, uma regido catalitica e um local de
acoplamento multifuncional carboxi-terminal (Garajova, | e cols., 2015). O
dominio justamembrana contém residuos de serina 975 e tirosina 1003, que
estdo envolvidos na regulacdo de MET (Garajova, | e cols., 2015). Uma regiao
catalitica modula positivamente a atividade quinase e por fim, um local de
acoplamento multifuncional carboxi-terminal é responsavel pelo recrutamento
de muitos transdutores e adaptadores intracelulares (Figura 3, Garajova, | e
cols., 2015).
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Figura 3: Estrutura do receptor MET. A porcao extracelular inclui o dominio SEMA,
dominio PSI e dominio IPT. A porgdo intracelular inclui a sequéncia de
justamembrana, dominio catalitico e regido c-terminal que é o local de acoplamento
multifuncional do receptor (Adaptado de Garajova, | e cols., 2015).

O receptor MET é expresso por células de origem epitelial, células-
tronco e em células progenitoras. No embrido, MET possui a capacidade de
gerar novos tecidos e, no adulto, pode promover a regeneracao de tecidos
danificados. O Fator de Crescimento de Hepatocitos (HGF) € o unico ligante
descrito até o momento para MET e é restrito a células de origem
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mesenquimais (Birchmeier, C e cols, 2003). Sua forma biologicamente ativa
consiste em um heterodimero de ligacdo dissulfeto contendo uma cadeia a e
uma cadeia B. A cadeia a contém um dominio de laco em forma de gancho
(HP) amino-terminal, seguido por quatro dominios conhecidos como dominios
kringle (Garajova, | e cols., 2015). O ultimo contém um dominio de homologia
de proteases de serina (SPH) que néo possui atividade proteolitica (Figura 4).
O MET tem dois locais de ligacdo para o HGF, os dominios IPT3 e IPT4 que se
ligam ao dominio N terminal de HGF com elevada afinidade. O dominio SEMA

ird ligar o dominio SPH de HGF com baixa afinidade (Garajova, | e cols., 2015).
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Figura 4: Estrutura de HGF. A sua forma biologicamente ativa consiste num
heterodimero de ligacédo disulfeto contendo uma cadeia a e uma cadeia (3. (Adaptado
de Garajov4, | e cols., 2015).

HGF é liberado por células mesenquimais como uma cadeia simples,
biologicamente inativa, e convertida na sua forma madura por um processo de
clivagem catalisado por proteases extracelulares (Birchmeier, C e cols., 2003).
Para ativar o receptor MET, o precursor de HGF de cadeia simples é clivado
em um heterodimero ativo, por uma protease denominada ativadora de HGF
(HGFA). Este processo é regulado por uma familia de proteinas de inibidores
de serina protease chamados SPINT1 e SPINT2 (Figura 5; Faria, C e cols.,
2011).
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Figura 5: Via de sinalizacdo HGF/MET. ApGs a clivagem proteolitica de HGF ele se
torna ativo para se ligar ao sitio do receptor MET, que ao ser ativado promove a
sinalizacdo de varias vias (Adaptado de Faria, C e cols., 2011).

Quando HGF se liga ao receptor MET presente na membrana
plasmatica, ocorre a dimerizacdo estavel de MET e subsequente ativacdo do
seu dominio intracelular através de um processo de trans-fosforilacdo dos dois
residuos de tirosina nas regifes cataliticas Y1234 e Y1235, seguido por trans-
fosforilagdo de duas tirosinas de ancoragem (Y1349 e Y1356) no local carboxi-
terminal (Garajova, | e cols., 2015). Estas duas tirosinas formam o local de
acoplamento multifuncional que é exclusivo para membros da subfamilia MET
e essencial para sua sinalizacdo. Posteriormente MET se liga a multiplos
substratos e ativa uma variedade de vias de sinalizacdo, quer através da
interacdo direta com moléculas de sinalizacdo, quer através de adaptadores
(Figura 6). MET pode ativar vias de sinalizacdo intracelular como MAPK,
cascatas PI3K-AKT, vias de sinalizacdo STAT e NF-kB, promovendo a
proliferacéo, sobrevivéncia, migracéo e invasividade de células que expressam
o receptor MET (Garajova, | e cols., 2015). O fator nuclear kappa B (NF-kB),
fosfoinositide-3-quinase (PI3K) e adenosina monofosfato ciclico sao as
principais moléculas e caminhos envolvidos na sobrevivéncia e manutencéo
dos leucdcitos no local inflamatorio (Alessandri, AL e cols.,2013; Garajova, | e
cols., 2015).
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Figura 6: HGF MET. Representagdo dos componentes efetores HGF-MET (cascatas
MAPK, STAT, PI3K-AKT e NF-kB) promove aumento na sobrevivéncia, mobilidade e
proliferacdo celular (Adaptado de Garajova, | e cols., 2015).

A ativacdo do receptor MET pode ser regulada ap0s a sua internalizacao
por endocitose mediada por clatrina. Apos endocitose pode originar uma
regulacdo positiva como a ativacdo de ERK que promove adesédo e migracao
celular ou ativacdo de STAT que promove a proliferacao celular. Porém MET
pode ter também uma regulacdo negativa se acumulando em corpos
multivesiculares, que depois se fundem com os lisossomos e ocorre a
degradacéo do receptor ativado (Figura 7). MET também pode sofrer clivagem
proteolitica sequencial em dois locais justamembranais. A primeira clivagem
ocorre no dominio extracelular e é mediada por uma desintegrina e
metaloprotease (ADAM) interferindo na atividade do receptor. A segunda
clivagem é realizada na regi&o intracelular, Por uma y-secretase e produz um

fragmento que é destruido no proteassoma (Finisguerra, V e cols.,2011).
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Figura 7: Mecanismo de regulacdo da sinalizagcdo de MET. A ativacéo do receptor
MET pode originar uma regulacdo negativa ou positiva da sinalizagdo. Através da
formacdo de vesiculas lissosomais, compartimento perinuclear, proteossoma e as

enzimas ADAM, y-secretase (Adaptado de Faria, C e cols., 2011).
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1.5 MET e aresposta inflamatoria

A expressdo de MET e o aumento da expressdo de HGF sao
observados em varios tecidos ou 0Orgdos lesados como no figado, rim e
coracao (Birchmeier, C e cols., 2003). Estimulos inflamatorios induzem a
expressao do receptor MET na membrana de neutréfilos e contribui para o
extravasamento de neutroéfilos nos tecidos inflamados (Finisguerra, V e cols.,
2015). Neutrofilos extravasados respondem ao HGF, produzindo 6xido nitrico
citotoxico, o qual pode desempenhar um papel importante na eliminacdo de
agentes causadores da inflamacdo, porém, MET também € vital para a
sobrevivéncia das células inflamatérias no local da inflamacéo (Finisguerra, V e
cols, 2015). Em tumores ou infec¢des, a liberagao de citocinas, tais como IL-1,
no local inflamatorio ird promover a expressado de TNF no endotélio e no tecido
circundante. Quando neutréfilos circulantes encontram o endotélio ativado, o
TNF liberado pelas células endoteliais ira se ligar ao seu receptor (TNFR1) e
desencadear a ativacdo NF-kB, que, por sua vez, ir4 induzir a expressao de
MET na superficie neutrofilos (Figura 8). HGF é liberado proteoliticamente no
local da inflamacédo e ira ligar-se a MET e estimular a adesédo firme dos
neutréfilos ao endotélio, pelo acoplamento de integrina, e, assim, promover a
diapedese de neutrdéfilos para o sitio inflamatério. Uma vez extravasada, a via
HGF/MET ainda funcionara nos neutrdfilos reforcando a sua resposta citotoxica
através da inducado de INOS e a producao de NO (oxido nitrico; Finisguerra, V e
cols., 2015).
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Figura 8: Esquema ilustrando o papel de MET em neutrofilos. Liberagdo de
citocinas promovem a expressdo de TNF no endotélio ou tecido tumoal. Quando
neutrofilos circulantes encontram o endotélio ativado, o TNF liberado pelas células
endoteliais se ligar ao seu receptor e desencadear a ativacdo NF-kB, que, por sua vez,
irA induzir a expressdo de MET na superficie neutrofilos. HGF é liberado
proteoliticamente no local da inflamacédo e ira ligar-se a MET e estimular a adeséo
firme dos neutréfilos ao endotélio. Neutréfilos extravasados respondem ao HGF,
produzindo 6xido nitrico citotdxico (Adaptado de Finisguerra, V e cols, 2015).

1.6- Inibicdo de MET

A ativacdo da via HGF/MET pode ser inibida de diferentes formas. Os
agentes que tém como alvo o HGF podem ser divididos em inibidores de
ativacdo de HGF (impedindo a clivagem de pro-HGF na forma ativa) ou
inibidores de HGF (bloqueando a ligacdo direta de HGF ao receptor MET)
(Garajova, | e cols., 2015). J& os agentes que tém como alvo o receptor MET
podem s&o conhecidos como antagonistas de MET (que se ligam ao receptor)
ou como inibidores da tirosina-quinase MET (TKIs), inibindo a ativacao das vias

intracelularmente (Garajova, | e cols., 2015).
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Figura 7: As estratégias terapéuticas. As vias de sinalizacdo de HGF-MET incluem
inibidores de ativagdo de HGF, inibidores de HGF, antagonistas MET e inibidores da
quinase MET (Adaptado de Garajova, | e cols., 2015).

No presente trabalho, foi utillizada a droga PF-04217903, 2-[4-(3-
quinolin-6-ilmetil-3H-[1,2,3] triazolo [4,5-b] pirazin-5-il)-pirazol-1-il]-etanol que é
um inibidor da atividade tirosina-quinase de MET por meio de competicdo com
ATP pelo sitio catalitico da proteina (Yamazaki, S e cols., 2011). PF-04217903
mostrou seletividade para MET superior a 1000 vezes comparado com outras
quinases (Zou, H e cols., 2012; Yamazaki, S e cols., 2011).

Embora estudos tenham demonstrado o papel de MET na resposta
inflamatoria, ndo foi avaliado se a ativacdo de MET esta relacionada com

eventos da resolucéo da resposta inflamatoria.
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2- OBJETIVO

2.1- Objetivos gerais

Avaliar o papel da inibicdo de MET na resolucédo da resposta inflamatéria
envolvida na pleurisia induzida por LPS e da gota aguda induzida por cristais

de MSU em camundongos.

2.2- Objetivos especificos:

1. Avaliar a proteina MET durante as diferentes fases da resposta

inflamatoria (inicio, pico e resolucéo);

2. Analisar os efeitos da inibicdo de MET no acumulo de neutréfilos;

3. Analisar os efeitos da inibicdo de MET na inducdo de apoptose de

neutrofilos;

4- Avaliar se a inibicdo de MET interfere na eferocitose de neutrofilos

apoptaoticos;

5. Avaliar o efeito da inibicdo de MET na hipernocicep¢cdo no modelo

murino de gota.

6. Avaliar se a inibicdo de MET promove a apoptose de neutrdfilos

humanos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Experimentos in vivo

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo de pesquisa
235/2016.

3.2- Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, machos, de 8 a 12
semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os animais foram acondicionados em grupos de, no maximo, cinco
camundongos por gaiola pequena (Dimensdes: comprimento 30cm, largura
16cm e altura 12cm) de com livre acesso a racdo, agua, e em condicdes
controladas de temperatura (25°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12h/12h).

3.3- Caracterizagcdo do modelo de pleurisia induzida por LPS e de gota
induzida por MSU

No modelo de pleurisia aguda, camundongos receberam uma dose de
LPS intrapleural que promoveu uma inflamagdo na microvasculatura
subpleural. O processo inflamatério induzido experimentalmente foi iniciado
com a liberacdo de mediadores quimicos por células residentes e
posteriormente exsudacao e o influxo de células inflamatérias para o local,
sendo entdo o modelo de pleurisia por LPS utilizado como um modelo de
resposta inflamatdria aguda.

Para realizagdo desse modelo camundongos receberam uma injecao
intrapleural contendo 250 ng/cavidade de LPS (Escherichia coli sorotipo
0:111:B4 - Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) para promover a inflamacéo

aguda ou salina estéril para controle negativo. Os animais foram eutanasiados
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em diferentes tempos e as células da cavidade pleural recuperadas por meio

de lavado com 2 mL de salina.

Para inducdo de gota os camundongos foram anestesiados com
cetamina / xilazina (80:15 mg / kg) intra-peritonal para receber a injecdo dos
cristais de MSU (100 pg) na articulagao tibiofemoral. A lavagem periarticular foi
realizada em diferentes momentos apoés a injecdo de MSU (0, 2, 6, 10, 24 e 48
horas). Em outro experimento camundongos receberam o tratamento com
inibidor do receptor MET (PF-04217903 40mg/Kg, gavagem) 6 horas apods a
injecdo de MSU. Os camundongos foram sacrificados por sobredose de

anestésico seguido por deslocamento cervical.

3.4- Tratamento para inibicdo de MET

Para avaliar o papel de MET na resposta inflamatéria no modelo murino
de pleurisia aguda e no modelo murino de gota aguda camundongos foram
tratados com PF-04217903 (um inibidor de MET, AbMole BioScience, #3077)
dissolvida em carboximetilcelulose (0,5% em salina). Os animais do grupo
veiculo receberam o veiculo da droga (carboximetilcelulose 0,5% diluidos em
salina) ambos administrados por via oral - gavagem. A gavagem foi realizada 6
horas ap0s injecdo de LPS e MSU, onde se encontra uma resposta inflamatoria
significativa. Quatro e seis horas apds o tratamento as células foram
recuperadas da cavidade pleural, através do lavado do local para posterior
quantificacdo e analise.

3.5- Processamentos das células do lavado pleural

Os 2 mL de células recuperadas do lavado pleural foram centrifugadas a
1200 rpm por 5 minutos o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 200 pl de PBS 1x, para realizacdo da contagem total de

leucdcitos, caracterizacdo morfolégica ou bioquimica.
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3.6- Contagem total dos leucécitos no modelo de pleurisia aguda

Aliquotas de 10 pL do lavado pleural foram diluidas em 90 uL de liquido
de Turk (uma diluicdo de 10 vezes), para realizacdo da contagem total dos
leucécitos na camara de Neubauer. A contagem foi realizada por meio do
microscopio optico (aumento de 40 x) e contador manual. O numero de
leucdcitos adquiridos foi utilizado para posterior calculo da contagem diferencial

e para pipetagem da quantidade desejada para analises experimentais.

3.7- Contagem total dos leucécitos no modelo de gota

A cavidade periarticular foi lavada com PBS-BSA 3% (duas vezes com 5
ML cada) e adicionadas em um volume de 90 uL de PBS, sendo recuperados
um volume final de 100 ul de células da cavidade periarticular. Aliquotas de
10uL do lavado periarticular foram diluidas em 20 pL de liquido de Turk (uma
diluicdo de 3 vezes), para realizacdo da contagem total dos leucécitos na
camara de Neubauer. A contagem foi realizada por meio do microscoépio éptico
(aumento de 40x) e contador manual. O numero de leucécitos adquiridos foi

utilizado para posterior calculo da contagem diferencial.

3.8- Contagem diferencial de leucocitos

Para a realizacdo da contagem diferencial as laminas foram preparadas
com uma aliquota contendo 100 mil células diluidas em PBS-BSA 3 %
preparadas na cito-centrifugada. As laminas foram coradas com o método de
May-Grunwald-Giemsa, utilizando o kit Panotico Rapido (LB Laborclin, Pinhais,
PR, BR), e as células foram diferenciadas morfologicamente em
mononucleares (macrofagos e linfécitos) e neutréfilos ndo apoptoticos
utilizando microscépio 6ptico e objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 100
vezes). Foram contados trés campos aleatorios de cada lamina. Os resultados

foram quantificados pelo nimero de cada tipo celular presente na cavidade
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pleural, calculado pela percentual dessas células presentes nas laminas pela

quantidade de células obtidas na contagem total.

3.8.1- Caracterizacdo morfoldgica de apoptose

Para caracterizacdo morfologica da apoptose foram utilizadas as
laminas de contagem diferencial. A apoptose € caracterizada por células que
apresentam diminuigdo de tamanho e condensagdo da cromatina, acarretando
em um nucleo picnético e/ou formacgédo de corpos apoptoticos (Alessandri, AL e
cols., 2013). Foram contadas cem células por lamina, para determinar a
proporcdo de células com morfologia apoptética em campos aleatérios no
microscopio optico (aumento de 100 vezes). As fotos foram retiradas do
microscopio Optico contendo a camera Moticam 5.0 MP, sendo estes avaliadas
através do programa Motic Live Imaging Module.

3.8.2- Caracterizacao morfoldgica de eferocitose

Para caracterizagdo morfolégica de células eferociticas foram utilizadas
as laminas de contagem diferencial. A eferocitose € caracterizada por
macrofagos contendo neutréfilos apoptoticos no seu interior. Foram contadas
cem células por lamina, para determinar a proporcdo de células com
caracteristica de eferocitose em campos aleatérios no microscopio Optico
(aumento de 100 vezes). As fotos foram retiradas do microscépio Optico
contendo a camera Moticam 5.0 MP no aumento de 100x, sendo estes

avaliadas através do programa Motic Live Imaging Module.

3.9- Caracterizacao bioquimica da apoptose

Para caracterizagdo bioquimica da apoptose foi realizado a técnica
citometria de fluxo (usando Becton Dickenson FACScan e CELL quest

software). Para essa analise foram coletadas a mesma quantidade de células
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(2x10°) de todas as amostras do lavado pleural e essas células foram
marcadas com anexina-V e iodeto de propideo utilizando kit de reagentes
especificos (BD Paharmingen Annexin V-FITC —BD Biosciences). Durante a
apoptose as ceélulas modificam a estrutura de suas membranas plasmaticas
para sinalizar o processo de morte celular. A presenca da fosfatidilserina (PS)
na superficie celular € uma das mudancas estruturais que ocorrem e que serve
como sinalizagdo para reconhecimento de fagoécitos para posterior remocao
dessas células. A anexina-V € uma proteina de ligacdo para PS exposta na
superficie das células apoptoticas. O iodeto de propidio foi utilizado para excluir
as células que tenham perdido a integridade de membrana ou tenham sofrido
necrose (Alessandri, AP e cols., 2013).

3.9.1-Marcacdo extracelular: Para caracterizar os neutrofilos fizemos uma
marcacao extracelular com anticorpo Ly6G. Para fazer a marcacéo, as células
do lavado pleural e periarticular foram centrifugadas a 1700 rpm por 8 minutos
e 0 sobrenadante descartado. Antes de adicionar o anticorpo para marcacao de
neutrofilos, o pellet foi ressuspendido em 10 yL de Fc block diluidos em
PBS/BSA 1 % em cada amostra (BD Bioscience, San Jose,CA, USA) para nao
avaliar na leitura a ligacdo inespecifica da porcdo Fc dos anticorpos.
Posteriormente as amostras foram incubadas por 20 minutos a 4°C, protegido
de luz. Em seguida foram realizadas as marcac¢des de superficie com 10uL
Ly6G (APC — BD Bioscience, San Diego, CA, USA), F4/80 (PE-Cy7-
eBioscience, San Diego, CA, USA) diluidos em PBS/BSA 1% e incubados por
30 minutos a 4°C, protegido de luz. ApGs esse tempo foram adicionados nas
amostras 150 pL de PBS/BSA 2 % no intuito de parar reagéo do anticorpo. Em
seguida as amostras foram centrifugadas e o pellet ressuspendido em 100 pL
do tampé&o presente no kit, depois foi adicionada 2 uL de anexina e PI, incubou

por 15 minutos protegido de luz para posterior leitura no citbmetro.

Durante a leitura foram realizadas as marcagbes dos isotipos dos
anticorpos, anexina-V, Pl e o controle negativo, no intuito de estabelecer o
limite dos quadrantes das amostras, as quais contém a presenca de todas as
marcagOes utilizadas. O resultado da marcagcdo amostras foi analisadas no

software FlowJo 7.5.3 (Treestar, Ashland, OR, USA) através de um gate de
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selecdo do numero total de leucécitos. Posteriormente, as células presentes
nesse gate foram avaliadas por histograma para determinacdo de células
expressando Ly6G”, excluindo os macrofagos expressando F4/80°. Em
seguida foi analisado a presenca de apoptose em células Ly6G" (neutrdfilos),

através da marcacao com anexina V FITC.

3.10- Caracterizacao da expresséao de P-MET por citometria de fluxo

Para caracterizacdo da expressdo de P-MET foi realizado a técnica
citometria de fluxo (usando Becton Dickenson FACScan e CELL quest
software) das amostras do lavado periarticular. A marcacao extracelular esta

descrita no item 3.8.1 e, posteriormente, foi realizado a marcagéo intracelular.

Marcacdo intracelular: Apds a marcacao extracelular as células foram lavadas

e fixadas em formaldeido 2 %, a temperatura ambiente lavadas com PBS 1x
gelado e posteriormente foi realizado a permabilizacdo das células com 100 pl
de metanol 90 % gelado. As células foram colocadas 30 minutos no gelo, apos
esse tempo as amostras foram centrifugadas a 1700 rpm por 8 minutos. O
sobrenadante descartado e o pellet entdo ressuspendido e incubado com 20 L
de anticorpo primario anti-P-MET (Cell signaling) diluidos em PBS/BSA 1%
para marcacao intracelular durante 60 minutos a temperatura ambiente e
protegido da luz. Posteriormente foram adicionados nas amostras 150uL de
PBS 1x gelado, no intuito de parar reacdo do anticorpo. Em seguida as
amostras foram centrifugadas e o pellet ressuspendido com 20 pL do anticorpo
secundario anti-rabbit (APC — BD Bioscience, San Diego, CA, USA) e
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. Apos
esse tempo foram adicionados nas amostras 150 yL de PBS 1x gelado, no
intuito de parar reacdo do anticorpo. Em seguida as amostras foram
centrifugadas e ressuspendidas em PBS/BSA 1 % para posterior leitura.
Durante a leitura foi realizada as marcagdes dos isotipos dos anticorpos
utilizados, e o controle negativo, no intuito de estabelecer o limite dos
guadrantes das amostras, as quais contém a presenca de todas as marcacdes

utilizadas. O resultado das amostras foi analisadas no software FlowJo 7.5.3
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(Treestar, Ashland, OR, USA) através de um gate de selecdo do numero total
de leucdcitos das amostras. Posteriormente as células presentes nesse gate
foram avaliadas por histograma para determinacdo de células expressando
Ly6G". Em seguida foi avaliada a atividade de MET em neutréfilos expressando
MET" e Ly6G".

3.11- Avaliacéo de hipernocicepcao no modelo de gota

7

A avaliacdo da hipernocicepgdo € um teste de pressédo crescente na
pata de camundongo nesse teste foi utilizando um anestesiometro eletronico
(Insight Equipamentos, S&o Paulo, Brazil), que consiste em um transdutor de
pressdo conectado a um contador digital de forca (g). O contato do transdutor
de pressdo a pata foi realizado através de uma ponteira descartavel de
polipropileno com 4,15 mm?de diametro. Os animais foram alocados em caixas
de acrilico, medindo 12 x 10 x 17 cm, cujo assoalho é uma rede de malha igual
a 5 mm? constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura, durante 15
minutos antes do experimento para adaptacdo ao ambiente. Espelhos foram
posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacdo para facilitar a
visualizacdo da regido das patas dos animais. Foi aplicado, por entre as
malhas da rede, uma pressao linearmente crescente no centro da planta da
pata do camundongo até que o animal produza uma resposta caracterizada
como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos foram repetidos por
até seis vezes, em geral até o animal apresentar 3 medidas similares com uma
clara resposta de “flinch” apds a retirada da pata. A intensidade de
hipernocicepgao foi quantificada como a média de trés valores em gramas
(forca) 10 horas apdés o desafio com MSU. Os testes nociceptivos foram
realizados entre 08:00 e 9:00 h.

3.12- Puficagéo de neutrofilos humanos (in vitro).

Para realizagdo do ensaio in vitro com neutréfilos humanos, foi feita a

purificacdo do sangue periférico de pelo menos 3 doares diferentes saudaveis
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maiores de 18 anos. O isolamento de neutréfilos foi realizado a partir de um
gradiente de densidade, utilizando Histopaques de densidades diferentes
(1.077g/ml e 1.119g/ml) de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Histopaque
1077 e Histopaque 1119 - Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). Para isso, 0
sangue coletado dos doadores foi diluidos duas vezes em meio de cultura
RPMI-1640 (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) e colocado, delicadamente,
acima das camadas de Histopaque em tubo de 15ml, na proporgéo de 6ml de
Histopaque para 6 ml de sangue diluido em RPMI. Os tubos foram
centrifugados (1300 rpm, sem freio) por 30 minutos, a temperatura ambiente e
havera formacdo de camadas de acordo com densidades. A camada de
neutrdfilos foi coletada com auxilio de pipeta de Pasteur e lavada com RPMI,
por meio de centrifugacéo (1500 rpm, sem freio) por 15 minutos, a temperatura
ambiente. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de RPMI e as hemacias foram
lisadas com auxilio de ACK (para lise). Apés centrifugacdo (1500 rpm, sem
freio), aliqguota da amostra de cada doador foi diluida 10 vezes em azul de
tripan (para exclusdo de células mortas) e neutrofilos foram contados na
camara de Neubauer (como descrito no item 3.6). Através da contagem total
de neutrdfilos foi feito plagueamento da mesma quantidade de células em cada
poco da placa de 96 pocos (5x10° por poco) em meio RPMI-1640 com adicdo
de 10% de soro autélogo, submetidos aos tratamentos necessarios e

incubados em estufa com atmosfera umidificada, 5% de CO, e a 37°C.

3.13- Tratamento com PF-04217903

Para avaliar o papel de MET na sobrevida de neutroéfilos humanos, estes
foram plaqueados em placa de 96 pocos e divididos em grupo controle, o qual
recebeu o diluente da droga (DMSO), o grupo tratado PF-04217903 (em
diferentes concentracées 1 mM, 3 uM ,30 uM, 100 uM; AbMole BioScience,
#3077) e grupo zZVAD-fmk o qual recebeu o tratamento e adicdo do zVAD-fmk
(750 ng) que é um pan-inibidor de caspases. Horas apos a cultura as células

foram coletadas para analise bioquimica como descrito no item 3.8.
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3.14- Anélises estatisticas

As andlises estatisticas e os gréficos foram elaborados utilizando o
software GraphPad Prism 5.0. As andlises entre os grupos foram feitas pelo
teste T de Student. No caso de trés ou mais grupos, foi realizada anélise de
variancia (One-way ANOVA), seguida do pds-teste Newman-Keuls ou Tukey. Os
resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrdo da média) e o

nivel de significancia foi definido como p< 0.05.
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4-RESULTADOS:

4.1 A inibicdo de MET reduz o acumulo de neutrofilos na cavidade pleural.

O primeiro passo foi avaliar se a inibicdo de MET poderia alterar o curso
da resposta inflamatoria. Para isso, tratamos os animais com a droga PF-
04217903 (40mg/Kg, gavagem), seis horas apés o desafio com LPS (250
ng/cavidade, i.pl.), tempo no qual a resposta inflamatéria ja estava estabelecida
(Vago, JP e cols., 2016). Quatro horas apos o tratamento, as células foram
coletadas e analisadas (Figura 10A). O tratamento com o PF-04217903 foi
capaz de diminuir o numero total de células e de neutréfilos presentes na
cavidade pleural, sem alterar o nimero de células mononucleares (Figura 10B-
D). Esses dados sugerem que o tratamento com o inibidor de MET pode

reduzir o acumulo de neutroéfilos induzida por LPS na cavidade pleural.
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Figura 8: Efeito do tratamento com PF-04217903 no acumulo de leucécitos na
cavidade pleural apds a injecdo de LPS. Representacdo esquematica do protocolo
de inducéo de pleurisia (A). Os camundongos foram injetados com PBS ou LPS (250
ng/cavidade, i.pl.) e 6 horas depois receberam por via oral PF-04217903 (40 mg/Kg,
gavagem) ou veiculo (0,5 % de carboximetilcelulose em salina) as células presentes
na cavidade pleural foram coletadas 4 horas ap0s o tratamento com a droga ou o
veiculo e processadas para posterior analises. Numero total de células (B),
mononuclear (C), neutrdfilos (D). Os resultados sdo expressos como 0 numero
absoluto de células presentes na cavidade pleural e sdo mostrados com média + EPM
de pelo menos quatro animais em cada grupo. * P<0,05 quando comparado com
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camundongos injetados com PBS e # P<0,05 quando comparado com animais
injetado com LPS.

4.2 A inibicdo de MET promove o clearance de neutréfilos na cavidade
pleural pelainducéo de apoptose seguida de eferocitose.

Em seguida, verificamos se a diminuicdo de neutrofilos na cavidade
pleural estava associada a apoptose seguida de eferocitose dessas células,
processos essenciais para a resolugdo do processo inflamatoério. Através da
analise morfologica, foi verificado um aumento de neutrofilos apoptoticos no
grupo tratado com PF-04217903 (Figura 11B-C). Além disso, houve um
aumento de eferocitose apds o tratamento com PF-04217903 em relacdo ao
grupo ndo tratado. Exemplos de neutrdéfilos viaveis (asteriscos), apoptéticos
(cerquilna) e eferocitose de neutrofilos (seta) estdo representados nas fotos

retiradas do microscopio 6ptico no aumento de 100x (Figura 11D).
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Figura 9: Efeito do tratamento com PF-04217903 na inducdo de apoptose de
neutroéfilos e eferocitose avaliada morfologicamente na cavidade pleural apés a
injecdo de LPS. Representacdo esquematica do protocolo de indugéo de pleurisia (A).
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Os camundongos foram injetados com PBS ou LPS (250ng/cavidade, i.pl.) e 6 horas
depois receberam por via oral PF-04217903 (40mg/Kg, gavagem) ou veiculo (0,5% de
carboximetilcelulose em salina) as células presentes na cavidade pleural foram
coletadas 4 horas apds o tratamento com a droga ou o veiculo e processadas para
posterior analises. Os resultados sao expressos em numero de células neutrdfilicas
apoptéticas presentes na cavidade pleural (B). E em células apoptéticas dentro de
células mononucleares (C) e sdo mostrados com média + EPM de pelo menos cinco
animais em cada grupo. * P<0,05 quando comparado com camundongos injetados
com PBS e # P<0,05 quando comparado com animais LPS. (D) Imagem
representativa de neutréfilos viaveis em animal néo tratados (*) e no animal tratado
com PF-04217903 neutrofilos apoptéticos (#) e eferocitose (seta).

Para confirmar os resultados obtidos morfologicamente (Figura 11), foi
feita a analise bioquimica, utilizando a marcacdo com anexina-V, das células
recuperadas do lavado pleural no mesmo tempo da andlise morfolégica (4
horas apés o tratamento com a droga PF-04217903). Ao analisar as células da
cavidade pleural, verificou-se um aumento do numero de neutrofilos
apoptéticos Ly6G'anexina-V' no grupo tratado (Figura 12 B), porém n&o
observamos diferenca significativa. Entretanto, ao analisar as células da
cavidade pleural 6 horas apds o tratamento com o PF-04217903 verificou-se
diminuicdo de neutréfilos e um aumento do nimero de neutrdéfilos apoptoticos

(Ly6G*anexina-V"), confirmando os dados morfologicos (Figura 13B).
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Figura 10: Efeito do tratamento com PF-04217903 na apoptose de neutrofilos
avaliada bioquimicamente na cavidade pleural ap6s a injecdo de LPS. Os
camundongos foram injetados com PBS ou LPS (250 ng / cavidade, i.pl.) e 6 horas
depois receberam por via oral PF-04217903 (40mg/Kg, gavagem) ou veiculo (0,5% de
carboximetilcelulose em salina) as células presentes na cavidade pleural foram
coletadas 4 horas apés o tratamento com a droga ou o veiculo e processadas para
posterior analise no citbmetro de fluxo. Representagdo esquematica do protocolo de
inducéo de pleurisia (A). NUmero de neutréfilos apoptéticas (B). Os resultados sé@o
expressos como 0 numero de neutréfilos apoptéticas presentes na cavidade pleural
através da contagem total de células e a porcentagem de células apoptéticas e sdo
mostrados com média + EPM de pelo menos quatro animais em cada grupo. * P<0,05
quando comparado com camundongos injetados com PBS.
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Figura 11: Efeito do tratamento com PF-04217903 na apoptose de neutréfilos na
cavidade pleural apés a injecdo de LPS. Representacdo esquematica do protocolo
de inducao de pleurisia (A). Os camundongos foram injetados com PBS ou LPS (250
ng / cavidade, i.pl.) e 6 horas depois receberam por via oral PF-04217903 (40mg/Kg,
gavagem) ou veiculo (0,5% de carboximetilcelulose em salina) as células presentes na
cavidade pleural foram coletadas 6 horas apés o tratamento com a droga ou o veiculo
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e processadas para posterior analise no citdmetro de fluxo. Figuras representativas
mostram porcentagem de neutréfilos apoptéticos do lavado pleural realizada no
citbmetro de fluxo (B). Numero de células neutrdfilicas apoptoticas (C). Os resultados
sdo expressos como o numero de neutréfilos apoptoticas presentes na cavidade
pleural através da contagem total de células e a porcentagem de células apoptoticas e
sdo mostrados com média + EPM de pelo menos quatro animais em cada grupo. *
P<0,05 quando comparado com camundongos injetados com PBS.

4.3 A expresséao do receptor MET em neutroéfilos infiltrados na cavidade
articular apés injecdo de cristais de MSU

A partir de agora, investigamos algumas fungbes do receptor MET
durante a resposta inflamatéria aguda induzida pela injecédo de cristais de MSU,
no modelo murino de gota. Inicialmente, avaliamos a expressdo de MET na
superficie de neutrofilos recuperados da cavidade articular tibiofemoral em
diferentes momentos apls a injecdo de cristais de MSU. Como pode ser
observado na Figura 14, houve uma baixa expressdao de MET nas primeiras
horas apds a injecao de cristais de MSU. Porém, apos 10 horas do estimulo,
observou um aumento do numero total de células, nimero de neutrofilos, e um
elevado numero de neutréfilos expressaram MET, presentes na cavidade
(Figura 14B-C-D). Nos tempos subsequentes, a quantidade de neutrofilos

expressando MET retornaram para valores basais.
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Figura 12: Cinética da expressédo do receptor de MET durante inflamac¢&o aguda
de gota induzida por MSU. Representacdo esquematica do protocolo de inducao de
gota (A). Os camundongos foram injetados com PBS ou MSU (100 pg/cavidade
tibiofemoral) e as células presentes na cavidade periarticular foram coletadas em
varios tempos e processados para analisar a expressdo de MET pela técnica
citometria de fluxo. Nos resultados sdo expressos o numero de células totais (B).
Numero de neutréfilos (C) e nimero de neutréfilos expressando MET na cavidade
tibiofemoral (D). Os resultados sdo mostrados com média £+ EPM de pelo menos cinco
animais em cada grupo. *, P<0,05, quando comparado com camundongos injetados
com PBS.
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4.4 A inibicdo de MET reduz o acumulo de neutrofilos na cavidade
periarticular induzida por MSU

Apoés verificar os resultados obtidos que mostram que PF-04217903
aumenta a apoptose de neutréfilos no modelo de pleurisia, o préximo passo foi
avaliar se esse evento se repete no modelo murino de gota aguda. Para isso,
tratamos os animais com a droga PF-04217903 (40mg/Kg, gavagem), seis
horas apés o desafio com MSU (100 pg/cavidade tibiofemoral). O tratamento
com PF-04217903, ndo promoveu uma diferenca significativo no namero total
de células (Figura 15B). Porém foi observado um aumentou significativo de
células mononucleares presentes na cavidade articular (Figura 15C). Por outro
lado, houve uma reducdo no numero de neutréfilos no grupo tratado com PF-
04217903, em relagdo ao grupo veiculo, porém nao teve diferenca significativa
(Figura 15D). Esses dados mostram que o tratamento com o inibidor de MET
pode induzir resolucdo da resposta inflamatéria aguda induzida por cristais de
MSU.
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Figura 13: Efeito do tratamento com PF-04217903 no acumulo de leucdécitos na
cavidade periarticular ap6s a injecdo de MSU. Representacdo esquematica do
protocolo de inducéo de gota (A). Os camundongos foram injetados com PBS ou MSU
(100 pg/cavidade tibiofemoral) e 6 horas depois receberam por via oral PF-04217903
(40mg/Kg, gavagem) ou veiculo (0,5% de carboximetilcelulose em salina) as células
presentes na cavidade periarticular foram colhidas 4 horas ap6s o tratamento com a
droga ou o veiculo e processadas para posterior analises. Namero total de células (B),
mononuclear (C) e neutrofilos (D). Os resultados sdo expressos como 0 numero de
neutrofilos ou células mononucleares presentes na cavidade articular e sdo mostrados
com média £ EPM de pelo menos quatro animais em cada grupo. *, P<0,05 quando
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comparado com camundongos injetados com PBS e # P<0,05 quando comparado
com animais MSU.

4.5 A inibicdo de MET promove a apoptose e eferocitose de neutrofilos na
cavidade periarticular

Em seguida, quantificamos neutrofilos apoptéticos e a eferocitose
presentes na cavidade periarticular, que sdo importantes eventos durante a
resolucdo do processo inflamatério. Através da andlise morfologica, foi
verificado um aumento de neutréfilos apoptéticos no grupo tratado com PF-
04217903 (Figura 16B). Foi observado um aumento da eferocitose apés o
tratamento com PF-04217903 em relacdo ao grupo nao tratado, porém nao
houve um aumento significativo (Figura 16C). Para confirmar esse achado,
utilizaremos futuramente um modelo de injecdo de cristais de MSU na cavidade
peritoneal, onde é possivel recuperar uma maior quantidade de células e,
consequentemente, facilitard as andlises. Exemplos de neutrofilos viaveis

(asteriscos) e apoptéticos (cerquilha) estéo representados (Figura 16D).
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Figura 14: Efeito do tratamento com PF-04217903 na inducdo de apoptose e
eferocitose de neutréfilos na cavidade periarticular apés a injecdao de MSU.
Representacdo esquematica do protocolo de indugédo de gota (A). Os camundongos
foram injetados com PBS ou MSU (100 pg/cavidade tibiofemoral) e 6 horas depois
receberam por via oral PF-04217903 (40mg/Kg, gavagem) ou veiculo (0,5% de
carboximetilcelulose em salina). As células presentes na cavidade periarticular foram
coletadas 4 horas apds o tratamento com a droga ou o veiculo e processadas para
posterior analises. Células com caracteristicas apoptéticas (B). Os resultados séo
expressos em numero de células neutrdfilicas apoptoticas presentes na cavidade
periarticular (B). E em células apoptoticas dentro de células mononucleares (C) e séo
mostrados com média + EPM de pelo menos cinco animais em cada grupo. * P<0,05
quando comparado com camundongos injetados com PBS e # P<0,05 quando
comparado com animais MSU. (D) Imagem representativa de neutréfilos viaveis em
animal nao tratados (*) e no animal tratado com PF-04217903, neutréfilos apoptoéticos

#).
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Um dos cincos sinais cardeais da inflamacédo € a dor desencadeada
através da sensibilizacdo dos nociceptores localizados nas fibras aferentes
periféricas especializadas. Assim, nds avaliamos a resposta hipernociceptiva
articular mecéanica apos a injecdo de cristais de MSU em animais tratados ou
ndo com PF-04217903. Os camundongos que receberam a injecédo intra-
articular de cristais de MSU suportaram por menos tempo a presséao da pata,
retirando-a mais rapidamente quando comparada com o grupo controle. Essa
analise caracteriza uma reducédo do limiar hipernociceptivo em relacdo aos
animais controle, injetados com PBS. De maneira interessante, o tratamento
com PF-04217903 foi capaz de reverter a resposta hipernociceptiva induzida
por cristais de MSU, quando o limiar de retirada da pata manteve-se em niveis
basais (Figura 17B).
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Figura 15: Efeito do tratamento com PF-04217903 na hipernocicep¢do no modelo
de gota induzida por MSU. Representagcédo esquematica do protocolo de inducao de
gota (A). Foram administrados nos camundongos PBS ou cristais de MSU (100
pg/intra-articular) por injec@o periarticular e 6 horas depois receberam por via oral PF-
04217903 (40 mg/Kg, gavagem) ou veiculo (0,5 % de carboximetilcelulose em salina).
A intensidade de hipernocicepcéo foi avaliada 10 horas apés a injecao de MSU e esta
representada como o limiar de retirada da pata sob o estimulo (B), mostrados como a
média + EPM de pelo menos quatro animais em cada grupo. * P<0,05 quando
comparado com camundongos injetados com PBS e # P<0,05 quando comparado
com animais MSU, este experimento foi repetido e se obteve o0 mesmo resultado.

4.6 Inibicdo de MET promove a apoptose de neutréfilos humanos in vitro.

O préximo passo foi verificar o efeito do inibidor de MET em neutréfilos
humanos. Neutréfilos humanos purificados do sangue periférico foram
incubados por 1 e 2 horas sem a presenca do soro, com PF-04217903 na

concentracdo 1 mM e zVAD-fmk na concentragdo 750 ng que é um o pan-
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inibidor de caspases. Neutrofilos incubados apenas com o veiculo utilizado
para a diluicAo do PF-04217903 apresentaram uma marcacgao reduzida de
anexina-V, indicando um baixo nimero de células apoptéticas. Ja os neutrofilos
incubados com inibidor de MET apresentaram uma maior porcentagem de
apoptose quando comparados com as células incubadas apenas com o veiculo
da droga. Por outro lado, os pogos que foram adicionados o inibidor de MET
juntamente com o zVAD-fmk, mostrou uma reducdo da marcagéo de anexina-V
(Figura 18). Em conjunto, os resultados indicam que o inibidor de MET

promove apoptose tanto em neutréfilos murino como em neutrofilos humano.
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Figura 16: Efeito do tratamento de PF-04217903 e zVAD-fmk em cultura de
neutréfilos humanos do sangue periférico. O sangue foi coletado de individuos
saudaveis e posteriormente purificado. Foi feita a incubacdo 2x 10° de células em meio
RPMI por pocgo, contendo 1mM veiculo (DMSO) ou 1mM PF-04217903 ou 750 ng de
zVAD-fmkK. As células foram avaliadas apés 1 e 2 horas de incubacdo em estufa a
37°C e 5% de CO,. Avaliacdo da apoptose foi feita pela técnica de citometria de fluxo.
Os resultados s@o expressos como porcentagem de pool de neutréfilos por doador (A
= 4 doadores) e sdo mostrados com média + EPM. * P<0,05 quando comparado com
grupo controle.

Posteriormente, notou a necessidade de ser avaliada a cultura de
neutréfilos humanos purificados do sangue periférico na presenca de soro
autdlogo, LPS e uma analise de dose-resposta do inibidor de MET. Vale a pena
ressaltar que o inibidor de MET é altamente seletivo, entretanto, a dose
utilizada no primeiro experimento estava acima do IC50 (variando de 5 a 150
nM gquando testado em linhagens de células tumorais e 0,02 & 2 uM quando
testado em linhagens de células endoteliais) descrito na literatura

(http://www.abmole.com/products/pf-04217903.html). Em razdo disso, o0s
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neutrofilos foram incubados por 10 horas com 10% do soro autélogo, LPS e
PF-04217903 em diferentes concentragdes, 3 uM, 30 uM e 100 pM. Neutrofilos
incubados com LPS, soro e com o veiculo utilizado para a diluicgdo do PF-
04217903 apresentaram uma marcacao reduzida de anexina-V, indicando um
baixo nimero de células apoptoéticas. Por outro lado, os neutrofilos incubados
com inibidor de MET, LPS e o soro apresentaram uma maior porcentagem de
apoptose quando comparados com as células incubadas apenas com o veiculo
da droga (Figura 19). Em conjunto, os resultados indicam que o inibidor de
MET promove apoptose tanto em neutrofilos murinos como em neutréfilos
humanos. Além disso, os dados in vitro demonstram que o0 soro autdlogo pode

ter um efeito protetor dos neutréfilos.
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Figura 17: Efeito do tratamento de PF-04217903 em cultura de neutrdéfilos
humanos do sangue periférico. Neutrofilos humanos foram purificados de sangue
periférico, coletado de individuos saudéaveis e, entdo incubados com 3 um, 30 pm e
100um PF-04217903 ou veiculo (DMSO) por poco, contendo 10% de soro autélogo,
LPS (100ng/poco). As células foram avaliadas ap6ds 10 horas de incubagédo em estufa
a 37°C e 5% de CO,. Avaliagdo da apoptose foi feita pela técnica de citometria de
fluxo. Os resultados sdo expressos como porcentagem de células apoptéticas por
doador (A = 3 doadores) e sdo mostrados com média + EPM. * P<0,05 quando
comparado com grupo controle.
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5- DISCUSSAO

A resposta inflamatoria € um processo fisiolégico no qual as células e
mediadores colaboram para neutralizar e eliminar estimulos prejudiciais ao
organismo. Uma resposta auto-limitante promove a prote¢cdo do hospedeiro,
uma vez que este mantém a arquitetura e funcdo do local inflamado
(Alessandri, AL e cols., 2013). A resolucao da inflamacéo € um processo ativo,
que promove o retorno da homeostase de um tecido inflamado e é coordenada
e controlada por uma variedade de moléculas intracelulares e extracelulares.
Com o término do estimulo inflamatério, ocorre diminuicdo da sintese
mediadores inflamatdrios no local e aumento do catabolismo dessas moléculas
(Perez, DA e cols., 2014; Serhan, CN e cols., 2008). O conhecimento crescente
da resolucdo da inflamacdo como eventos, mediadores e mecanismos
envolvidos nessa fase, tem trazido novas oportunidades terapéuticas para
controlar a inflamacéo (Sousa, LP e cols., 2013).

Foi demonstrado neste trabalho que no modelo murino de pleurisia induzida
por LPS a inibicdo farmacologica de MET no momento em gque ha uma maior
presenca de neutrofilos na cavidade pleural (1) reduziu o nimero de neutréfilos
no local, (2) induziu a apoptose de neutréfilos e (3) aumentou a capacidade
eferocitica dos neutréfilos apoptéticos in vivo. Além disso, no modelo murino de
gota induzido por MSU foi demonstrado que (4) a ativacdo de MET esta
relacionada com a fase produtiva da inflamacdo aguda induzida por cristais de
MSU e que a inibicdo farmacolégica de MET no pico da inflamacgéo neutrdfilica
(5) reduziu o numero de neutrofilos na cavidade periarticular, (6) induziu a
apoptose de neutrdéfilos e (7) reduziu a hipernocicep¢ao articular. Ao avaliar a
presenca do inibidor em neutréfilos humanos observou-se que (8) a inibicdo de
MET também induziu a apoptose de neutréfilos humanos. Assim, o inibidor de
MET, PF-04217903, pode ser um potencial alvo terapéutico para doencas
inflamatorias agudas.

Nossos dados demonstraram que a diminuicdo do acumulo de neutrofilos

induzida apds o tratamento com PF04217903 na cavidade pleural desafiada
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com LPS ou na cavidade periarticular desfiada com MSU esta relacionada com
um aumento da apoptose dependente da ativacdo de caspase dessas células.
Contudo, ainda n&o havia estudos demostrando que MET poderia regular a
sobrevida de neutrofilos in vivo.

A apoptose € um processo de morte celular, caracterizado pela
fragmentacao nuclear e pela formacao de corpos apoptéticos (Ankarcrona, M e
cols., 1995). Ao contrério da necrose, a apoptose ndo promove a liberagdo do
conteudo celular para o intersticio e, consequentemente, ndo promove a
inflamacdo ao redor das células mortas (Wyllie, HA, 1980). A apoptose
desempenha um papel importante na resolucédo das doencas inflamatérias. As
células apoptdéticas reduzem sinais inflamatérios, através da liberacdo de
moléculas que inibem influxo de novos granuldcitos, atrai mondcitos nédo-
flogisticos e reprograma os macréfagos no tecido (Sousa, PL e cols., 2013).
Varias vias regulam a sobrevivéncia e a morte de leucécitos no sitio
inflamatério e compreender esses mecanismos é essencial para avaliar e
desenvolver novas estratégias terapéuticas. Sendo assim, fatores que
impedem o recrutamento excessivo de neutréfilos e danos teciduais sao
essenciais para promover a resolucdo da inflamacao (Vago, JP e cols., 2016).
A inibicdo farmacolégica de MET em uma determinada fase da inflamagéo
aguda seria um grande potencial para estudos da resolucdo da resposta
inflamatoria. Observou também que a apoptose induzida pela inibicdo de MET
foi especifica para neutréfilos, uma vez que nédo foi observado apoptose de
células mononucleares apés tratamento com PF-04217903. Nosso grupo de
pesquisa tem demonstrado que a inducdo de apoptose em neutroéfilos ocorre
através do aumento de AMP ciclico e inibicdo de PI3K e NF-kB, é eficaz para a
inducao da resolucéo da resposta inflamatoria (Sousa, PL e cols., 2013). Ja se
foi visto também que o pré-tratamento com inibidores de PI3K impede o
recrutamento de eosindéfilos no local da inflamagéo, associado a inibicdo da
fosforilacdo de Akt e o aumento do nimero de eventos apoptoéticos (Pinho, V e
cols., 2005). Além disso, trabalhos seminais destacaram a importancia do
aumento de AMP ciclico e inibicdo de PI3K e NF-kB para a resolugdo da
inflamacé&o. Esses trabalhos demonstraram que a inibicdo da via intracelulares

guinases dependentes de ciclina (CDKs) substituem de fatores de

60



sobrevivéncia e induziam apoptose de neutrofilos dependente de caspase,
promovendo uma diminuigdo do processo inflamatorio (Rossi, AG e cols., 2006;
Talvani, A e cols., 2009). Serhan e colaboradores, descreveram os mediadores
pré-resolutivos lipidicos, tais como lipoxinas, resolvinas e protectinas e
demonstraram que esses mediadores sdo capazes de induzir a apoptose de
neutréfilos e, consequentemente, induzir a resolucdo da inflamacdo (Serhan,
CN e cols., 2008). Podemos afirmar que a apoptose é um fendmeno crucial
para que haja resolucdo da inflamagcdo, uma vez que a diminuicdo do
reconhecimento de células apoptéticas causa uma inflamacéo mais prolongada
(Thatte, U e Dahanukar, S, 1997).

A membrana celular € composta por uma bicamada lipidica e a
fosafatidilserina fica organizada no folheto interno dessa membrana. A ativacéo
de caspase promove apoptose celular e externalizacdo dos fosfolipideo PS
(Fosfatidilserina) por acdo enzimatica, que serve como um sinal de morte
celular. Além disso, foi demonstrado que lipossomas que expressam
fosfatidilserina sdo capazes de induzir reconhecimento de macrofagos e reduzir
a resposta inflamatéria associada a alta producdo de fatores pro-resolutivos
(Alessandri, AP e cols., 2013). A apoptose promove reconhecimento de
macréfago, induzindo a eferocitose dessas células, diminuicdo de fatores proé-
inflamatorios e aumento de fatores pro-resolutivos, promovendo a resolucédo da
inflamacao.

Um sinal cardinal para o processo de resolucdo da resposta inflamatéria é a
eferocitose (Alessandri, AL e cols.,, 2013). Vimos neste trabalho que a
diminuicdo de neutréfilos na cavidade pleural estava associada a apoptose
seguida de eferocitose dessas células por células mononucleares. Além disso,
vimos que as células mononucleraes mantiveram-se viaveis e nao
apresentaram diminuicdo de seu numero apos o tratamento com PF-04217903.
Existe uma grande importancia de macréfagos na inflamacéo, uma vez que a
resolucdo inflamacdo € muito mais complexa do que a apoptose de leucocitos
e inclui a desativagdo das vias pro-inflamatérias e a eferocitose. Nossos
resultados demonstram que a inibicdo de MET aumenta a taxa de eferocitose
de macréfagos. Sendo este um resultado essencial para homeostase do tecido,

ou seja, a resolucdo da inflamacdo. Os macrofagos classificados como M1
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apresentam um fendtipo pro-inflamatério que tem pouca capacidade eferocitica
e maior capacidade de fagocitar organismos estranhos. De modo alternativo,
0os macrofagos classificados como M2 realizam a eferocitose durante a
resolucdo da inflamacédo e produzem IL-10 e TGF-B, citocinas que tém acgdes
anti-inflamatérias. Posteriormente, os macrofagos se convertem para um perfil
de macrofagos resolutivos (Mres), os quais limitam a reparagdo por fibrose.
Isso garante que as ceélulas apoptoticas sejam efetivamente removidas do
tecido antes da ruptura da membrana, minimizando os danos nos tecidos e a
perpetuacdo da resposta inflamatoria, o que induz o reparo e o retorno da
homeostase tecidual (Vago, JP e cols., 2016; Alessandri, AL e cols 2013).

No modelo de gota, vimos que a expressdo de MET acompanha a cinética
de acumulo de neutrofilos e que sua inibicdo causa diminuicdo do numero
dessas células na cavidade periarticular. Tem sido demonstrado que a
expressdo de MET é necesséria para a migracao de neutrdéfilos durante colite,
erupcao cutanea ou peritonite (Finisguerra, V e cols., 2015). Outros trabalhos
demostraram o aumento da expressdo de MET em ceratocone, que é uma
doenca inflamatdria degenerativa progressiva (You, J e cols., 2015). Além
disso, foi demonstrado em um estudo que células dendriticas que exibem o
fendtipo ativado, podem promover reacdes exageradas do sistema imune a
uma molécula reconhecida como estranha ao organismo. Ja a deficiéncia de
MET nessas células ndo promove essa reacdo de “hipersensibilidade”, uma
vez que essas células ndo conseguem atingir os géanglios linfaticos drenantes
da pele, mostrando que a sinalizacdo de MET pode ser um determinante critico
para a manutencdo da funcdo imune (Baek, JH e cols., 2012). A expresséao de
MET em neutrdfilos tanto de camundongos como de seres humanos é induzido
pelo fator de necrose tumoral (TNF) ou por outros estimulos inflamatorios. A
ativacao do receptor MET pelo seu ligante fator de crescimento dos hepatocitos
(HGF) promove proliferagdo, migracdo e sobrevivéncia celular (Finisguerra, V e
cols., 2015). Entretanto, além de MET estar associada a chegada de células ao
sitio inflamatdrio, ela esta associada & manutencao dessas células no 6rgédo ou

tecido inflamado.
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No modelo murino de gota aguda, a inflamacédo surge da precipitacdo de
acido urico na forma de cristais de urato monossodico em forma de agulha. Os
cristais de acido urico sao reconhecidos e fagocitados por células residentes na
cavidade articular, promovendo a ativacdo do complexo proteico citoplasmatico
inflamassoma, mais especificamente o protétipo NLRP3 (Martinon, F e cols,
2006). Essa ativacdo promove o recrutamento da proteina ASC, que, por sua
vez, atua na ativagdo da enzima Caspase-1. A Caspase-1 € importante na
clivagem, e consequente ativacdo, da citocina IL-1B, considerada a principal
molécula da inflamacdo da gota. Uma das principais ac¢fes da IL-1B é a
indugdo da producdo de quimiocinas associadas ao recrutamento de
neutrdfilos, principalmente aquelas que se ligam ao receptor CXCR2. O influxo
de neutréfilos durante um ataque agudo de gota é acompanhado por sintomas
clinicos de dor (Mauerdder, C e cols., 2015). Neste trabalho, avaliamos o efeito
do pés-tratamento com o inibidor de MET na hipernocicepcao desencadeada
pelos cristais de acido Urico. Observamos que 0os camundongos que receberam
o tratamento com o inibidor PF-04217903 tiveram uma reducdo da
hipernocicepg¢ao. Durante a inflamacgéo ocorre a liberacdao de TNFa, IL-1 os
quais induz a ativacdo de NF-kB. Esses mediadores estimulam a expressao do
receptor MET em neutréfilos que ao se ligar a HGF contribuem para o
extravasamento de neutrofilos nos tecidos inflamados. No local inflamado a
ativacdo de MET induz a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A
liberacao de citocinas TNFa e citocinas derivadas de queratinocitos (KC) atuam
na ativagao IL-1B, o qual ativa prostaglandina, além disso KC atuam através da
ativacdo aminas simpaticas. A ativacdo aminas simpaticas e prostaglandinas
ativam e sensibilizam neurénios nociceptivos promovendo a dor (Finisguerra, V
e cols., 2015; Ruiz-Miyazawa, KW e cols., 2015; Cunha, TM e cols, 2005).

Nosso trabalho € o primeiro a relatar o papel pré-resolutivo da inibicéo
farmacolégica de MET em um modelo murino de gota, propondo um possivel
alvo terapéutico para acelerar programas de resolucdo. Alopurinol e o
febuxostate sdao medicamentos de primeira linha para a prevencdo da gota
recorrente e agem inibindo a xantina oxidase, que € uma enzima que catalisa a
formacdo de acido Urico. Esses medicamentos sdo agentes de primeira linha
para prevenir a gota recorrente. Pacientes que recebem medicamentos para
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reducdo de urato devem ser tratados concomitantemente com anti-
inflamatoérios ndo esterdides, colchicina ou corticosterdides em baixa dose para
prevenir os surtos de gota. O tratamento deve continuar por pelo menos trés
meses apods 0s niveis de acido urico chegar ao desejavel. Porém, esses
medicamentos podem promover efeitos adversos como: sangramento gastrico,
lesdo renal, gastrointestinais e alguns deles devem ser evitados por pacientes
com insuficiéncia renal e hepatica. Assim, a descoberta de outros farmacos
para tratamento de gota ainda é necessaria (Hainer, BL e cols., 2014). Um
estudo recente demonstrou a importancia da da proteina pré-resolutiva Anexina
Al (AnxAl) durante a resolugdo da inflamagédo no modelo murino de gota. A
AnxA1l foi capaz de diminuir o influxo, o acimulo de neutrdéfilos na cavidade
periarticular e a diminuicdo da producdo de IL-1B e a hipernocicepcdo nos
animais (Galvéao,l e cols., 2017). Essa diminuicdo de neutrdéfilos foi devido a
inducdo de apoptose promovida por clivagem de caspases, aumento da
acumulacao de BAX e fosforilagdo BAD e supressao das vias de sobrevivéncia,
mecanismos importantes na resolucdo da artrite gotosa. Além disso, a
expressdo da AnxAl atua como um sinal quimioatraente em neutréfilos
apoptoéticos, aumentando a eferocitose (Galvao, | e cols., 2017). Esses estudos
comprovam a grande importancia da apoptose e eferocitose durante a
resolucao da inflamac¢éo no modelo murino de gota.

Estudos in vitro fornecem informacdes essenciais que ajudam a
compreender como diferentes moléculas intracelulares controlam a
sobrevivéncia de leucécitos em sitios inflamatorios. Contudo, eles né&o
esclarecem toda a complexidade de configuracdes in vivo, que incluem
moléculas e vias intracelulares que séo inter-relacionados ou co-dependentes
(Perez, DA e cols, 2014). No entanto, hd uma necessidade de analisar se o
organismo humano responde da mesma forma que o organismo animal. Devido
a isso, avaliamos o efeito da inibicio de MET na apoptose de neutrofilos
humanos in vitro. Nossos resultados mostraram que o tratamento com inibidor
de MET (PF-04217903) e o inibidor de caspase (zVAD-fmk) impediu a
apoptose de neutrofilos in vitro, evidenciando que o inibidor de MET promoveu
a apoptose em neutrofilos humanos por meio da ativacdo de caspase. Esses
dados mostram que PF-04217903 é um possivel alvo terapéutico em doencas
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inflamatorias aguda humana, como, por exemplo, a gota, alvo de estudo desse

trabalho.

6- CONCLUSAO

Nossos dados demonstram que a inibigGo MET em modelos
experimentais de inflamacéo aguda pode antecipar o processo de resolucdo da
inflamacdo devido ao aumento da taxa de apoptose de neutréfilos e da
capacidade eferocitica de macrofagos. PF-04217903 também promoveu a
apoptose de neutréfilos no modelo in vivo de gota e em neutrofilos humanos in
vitro. Esses dados evidenciam que PF-04217903 pode representar um possivel
potencial terapéutico para tratamento de doencas inflamatérias caracterizadas

pelo acumulo de neutréfilos.
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7- PERSPECTIVAS

[ERN
1

Avaliar a apoptose bioquimica de neutréfilos do lavado periarticular de
camundongos tratados com PF-04217903 e a expressdo do receptor

MET no modelo de pleurisia induzida por LPS.

Quantificar HGF presente do lavado pleural.

Avaliar os mecanismos envolvidos na apoptose induzida por PF-

04217903 nos modelos murino de pleurisia e gota.

Avaliar se presenca de HGF promove maior periodo sobrevivéncia de
neutréfilos humano em cultura quando comparado com o grupo controle

(in vitro).
Avaliar a eferocitose de neutréfilos humanos (in vitro), apdés o
tratamento com PF-04217903 (Neutréfilo humanos apoptéticos em co-

cultura com linhagem de mondcitos).

Avaliar os mecanismos envolvidos na apoptose induzida por PF-

04217903 em neutréfilos humanos.
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