UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

Sarah Cozzer Marchesi

Metaloproteinases de matriz derivadas de
neutrofilos amplificam a lesdo hepatica induzida

por drogas

Belo Horizonte
2016



Sarah Cozzer Marchesi

Metaloproteinases de matriz derivadas de
neutroéfilos amplificam a lesdo hepatica induzida

por drogas

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Biologia Celular do
Departamento de Morfologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em

Biologia Celular.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Batista de
Menezes

Co-orientador: Dr. Pedro Elias Marques

Belo Horizonte
2016



Este trabalho foi realizado no Center for Gastrointestinal Biology localizado no
Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. Contamos com 0 apoio financeiro das agéncias CAPES,
FAPEMIG e CNPq.



T S oecls viinen a deds
/0 7/[6/(//)d// - acell yll@ me ensenci a dedicar

«

/’V = X . - . .
L%zéﬂéa mae @0 neeledo que me ensinet a acredilar

—~ ) . .
% @ minbha irma Q%/?ﬂ/ qe me ensinei a ﬁ(w/}éa//fz‘///mw



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por iluminar meu caminho e pelas béncéos de todos os dias.

Agradeco a minha familia que é tudo para mim. Pai, obrigada por toda dedicagéo
e esforco para que nunca nos faltasse nada. Mé&e, obrigada pelo conforto de suas
palavras e o cuidado todos os dias. Irma, obrigada por cuidar de mim desde sempre e
pela companhia. Tudo o que eu faco é para que um dia eu seja para alguém um pouco

do que vocés sao para mim.

Agradeco ao Antenor por ficar do meu lado sempre, acreditar em mim e
compartilhar dos meus sonhos. Obrigada, amor, por fazer meus dias mais felizes e por
ser essa pessoa maravilhosa que vocé € para mim. Agradeco também a sua familia que

sempre me acolheu, me apoiou, e da qual eu me sinto parte.
Agradeco a Rita e a lolanda que me deram um lar tdo longe de casa.

Agradeco ao meu orientador Gustavo, por ter me acolhido como parte de sua
equipe desde o primeiro aperto de mao. Obrigada, Gu, por ter me recebido, ter
acreditado e confiado em mim. VVocé é um exemplo de pesquisador e de cientista. Vocé

me ensinou a aproveitar o caminho e a fazer o que se ama!

Agradeco ao meu co-orientador Pedro, por ter sido essencial nos primeiros
passos e sempre estar disponivel para contribuir. Obrigada, Pedro, vocé foi fundamental
para 0 nosso trabalho e sé tenho a agradecer por toda a ajuda e pela amizade nesses dois

anos.

Agradeco a todos os amigos que o laboratério me proporcionou. Débora que
esteve comigo em todos os experimentos, muito obrigada pela ajuda e pela amizade.
Aos demais integrantes desse grupo CGB, Bruna (Fumo), Maisinha, Riri, Brendinha,
Lice, Alanzito, professor André, Moniquinha, Roberta e Horténcia, vocés sdo
pesquisadores competentes e pessoas incriveis que tive a felicidade de trabalhar e

dividir minha vida nesses dois anos. Muito obrigada por tudo!

Agradeco a Rafa, Lindys e Dani que ndo estdo mais no lab, mas fizeram parte do

trabalho e da minha vida no mestrado.



Agradeco aos amigos do NEI pelo bom convivio e a companhia ao longo desses

dois anos.

Agradeco aos amigos do Imunofar, sempre dispostos a ajudar e contribuir para o
trabalho.

Agradeco aos professores, funcionérios e colegas da Pés Graduacdo em Biologia

Celular por todo apoio e companheirismo.

E agradeco a todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para este
trabalho.



SUMARIO

LISTADE ILUSTRAGOES ........cooieeeeeesee et tesees s ss s senan s 9
LISTADE FIGURAS ...t 10
LISTADE TABELAS ... 11
LISTADE ABREVIATURAS ... 12
RESUMO ...ttt 14
ABSTRACT ettt 15
(O [N 2 T0] 51U 07X 1T 16
2. JUSTIFICATIVA . ettt sne e 24
3. OBUIETIVOS. ...ttt b ettt sbe e b nneas 25
3.1 OBIETIVO GERAL ...cutiiutiitieteesie sttt ettt ettt be ettt et nb et b e b e 25
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ttiuviiieesieeie sttt ettt sttt n e 25
4. METODOLOGIA ..ottt st sre e nbe e 26
AL ANIMAIS. ..ttt et n e 26
4.2 O MODELO DE LESAO HEPATICA ....ooiuviiiiiitieie ettt 26
4.3 EUTANASIA E OBTENGAO DE AMOSTRAS ...uuvttiiiiiieeeiiiiiiiirieeeseeesssssssrssesssesssssssssnens 26

4.4 CONFECCAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS E AVALIACAO QUANTITATIVA DA NECROSE

HEPATICA .ot tttte sttt e ettt et e et et e et e e e st e e st e e e n b e e e s bt e e en b e e e nn b e e e e s b e e e st e e e nb e e e beeeenneennnes 26
4.5 DOSAGEM DE ALANINA AMINOTRANFERASE (ALT) c.viiiiiiieiiccie e 27
4.6 ENSAIO DE MIELOPEROXIDASE (MPO) ....cuiiiiiiiieienieie e 27
4.7 ENSAIO DE ELASTASE ..cciitteeeeiitieteessiteeeesitsteaeassteeaessntaeeessnssseseassssseeessnsseeeesasssnnens 28
4.8 TESTE DE DEPURAGAO DE VERDE INDOCIANINA (INDOCYANINE GREEN — ICG)...... 28
4.9 REAGENTES E INIBIDORES FARMACOLOGICOS .....ccvvieiiieeiieeesieeesiieeesiveessneeesssneeens 29
4.10 DESENHO EXPERIMENTAL ..eectvieiitieestieesteeesteeessseesseeesnseeesssesessseessssesssssesssssneans 30
4.11 MICROSCOPIA CONFOCAL INTRAVITAL «..uvvveeeeiiiieeeeitieeeessitveeesssnsnneessnnneeesnsnnneens 30
4,12 ANALISE ESTATISTICA ..ii ittt eitiieeittte ettt e stteestae s st e e sstae e ssbae e ssbeeesnbeeesnseeesnseeensneeans 31

5. RESULTADOS ...t 32



5.1 DOsE DE 600 MG/KG DE APAP CAUSA LESAO HEPATICA AGUDA ........cccovervenieannns 32

5.2 SOBREDOSE DE APAP LEVA A NECROSE DE HEPATOCITOS ...ccvvvevteeeeeeeeeeeeeieaeeeeens 34
5.3 SOBREDOSE DE APAP CAUSA ACUMULO DE NEUTROFILOS NO FIGADO.........u....... 37
5.4 SOBREDOSE DE APAP CAUSA PERDA DA FUNGAO HEPATICA ......coceevivveeiiieeeiiiee e 41

5.5 INIBICAO DA DEGRANULAGAO REDUZ A LESAO E AUMENTA A FUNGCAO HEPATICA

APOS SOBREDOSE DE APARP ...ttt 44

5.6 INIBIGAO DE PROTEASES REDUZ A LESAO HEPATICA CAUSADA POR OVERDOSE DE

5.7 INIBICAO DE SERINOPROTEASES, CISTEINOPROTEASES E ELASTASE NAO INTERFEREM

NA LESAO E NEM NA FUNCAO HEPATICA CAUSADA POR SOBREDOSE DE APAP ............ 49

5.8 INIBIGAO DE METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMPS) REDUZ A LESAO HEPATICA

CAUSADA PELA SOBREDOSE DE APAP ...t 52

5.9 A DIMINUICAO DO NUMERO DE NEUTROFILOS NEM SEMPRE ESTA RELACIONADA A
DIMINUICAO DA LESAO HEPATICA ....c.vivecee e eeseseeeee ettt ettt en sttt n e 56

5.10 INIBICAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) NAO DIMINUI A LESAO E NAO

AUMENTA A FUNGAO HEPATICA APOS SOBREDOSE DE APAP ......ccoeviiee e 59
B. DISCUSSAD.......ooeeceeeeeeeeeeeee e tee ettt 62
7. CONCLUSAOQ ...ttt 66

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e e 67



LISTA DE ILUSTRACOES

ILUSTRACAO 1: ESTRUTURA TRIDIMENCIONAL DO LOBULO HEPATICO
ILUSTRACAO 2: METABOLISMO DO PARACETAMOL PELO HEPATOCITO
ILUSTRACAO 3: CONTEUDO DOS GRANULOS E DE VESICULAS SECRETORIAS DE

NEUTROFILOS HUMANOS ....ciiiviiiitiesitiesieeesinessbeeesbeesssseesssseesssseessssesssssessssnessnseess 22

ILUSTRACAO 4: COMPONENTES GRANULARES DE NEUTROFILO E AS DROGAS UTILIZADAS
PARA SUA INIBIGAO. .....vvveeseseeteess et s ts e te s e st s tateeses et st s e te s st st sestess s ssstetessessesessasaens 43



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - AVALIACAO DA SOBREDOSE DE APAP EM CAMUNDONGOS........ccccvveeeeenrnenn. 33
FIGURA 2 - NECROSE DE HEPATOCITOS CAUSADA POR SOBREDOSE DE APAP ................. 36
FIGURA 3 - RECRUTAMENTO E ACUMULO DE NEUTROFILOS NO FIGADO APOS OVERDOSE DE
APAP EM CAMUNDONGOS ....coutiiieeiitieeessiseesssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssesssnns 40
FIGURA 4 - AVALIACAO DA FUNCAO HEPATICA APOS SOBREDOSE DE APAP EM
(0701 18] N[0 ] N0 1RSSR 42
FIGURA 5 - DIMINUICAO DA LESAO HEPATICA E AUMENTO DA FUNCAO COM A
ADMINISTRACAO DE INIBIDOR DE DEGRANULAGCAO APOS SOBREDOSE DE APAP...... 46
FIGURA 6 - REDUCAO DA LESAO HEPATICA E DO NUMERO DE NEUTROFILOS COM
ADMINISTRAGCAO DE INIBIDOR GERAL DE PROTEASES APOS SOBREDOSE DE APAP ... 48
FIGURA 7 - MEDIDAS DE FUNCAO E LESAO HEPATICA COM ADMINISTRACAO DE INIBIDORES
ESPECIFICOS DE PROTEASES APOS SOBREDOSE DE APAP.......cccoci i 51
FIGURA 8 - DIMINUICAO DA LESAO HEPATICA E AUMENTO DA FUNCAO APOS
ADMINISTRACAO DE INIBIDOR DE MMPS EM ANIMAIS INTOXICADOS POR APAP..... 55
FIGURA 9 - DIMINUICAO DO NUMERO DE NEUTROFILOS NAO E CAPAZ DE DIMINUIR A
LESAO QUANDO ADMINISTRADO INIBIDOR DE RECRUTAMENTO DE NEUTROFILO 6
HORAS APOS APAP ...ttt e e e s e e e e enaee s 58
FIGURA 10 - ANALISES DE LESAO E FUNCAO HEPATICA DE ANIMAIS QUE RECEBERAM

INIBIDORES DE ROS APOS SOBREDOSE DE APAP ....oeieeeeeeeeee e 61

10



LISTADE TABELAS

TABELA 1: INIBIDORES UTILIZADOS NO TRABALHO

11



LISTA DE ABREVIATURAS

Abs. — Absorbancia

AEBSF — 4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
ALT — Alanina aminotransferase

ALF — acute liver failure; faléncia hepéatica aguda

ANOVA - Andlise de variancia

APAP — N-acetyl-p-aminophenol; Acetaminophen; Paracetamol
BSA — Albumina bovina sérica

CEBIO — Centro de bioterismo

CEUA — Comité de ética no uso de animais

CG - Catepsina G

CXCR1 — CXC chemokine receptor 1

CXCR2 — CXC chemokine receptor 2

DAMPs — Padrdes moleculares associados a dano

DC — Célula dendritica

DILI — Drug-Induced Liver Injury; Lesdo hepética induzida por medicamento
DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA — Acido desoxirribonucleico

DPI — Diphenyleneiodonium chloride

ECM — matriz extracelular

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

epm — Erro padrdo da média

E-64 — N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine 4-guanidinobutylamide
GSH — Glutationa

hCAP-18 — Catelicidina

HCI — Acido cloridrico

HCIO — Acido hipocloroso

HETAB — Hexadecyltrimethylammonium bromide

H&E — Hematoxilina e Eosina

H.0, — Peroxido de hidrogénio

H,S04— Acido sulfurico

ICG - indocyanine green; Verde indocianina

I.p. — Intraperitoneal

12



I/R — isquemia/reperfusédo

I.v. — Intravenoso

IVM- intravital microscopy; Microscopia intravital
KC — Célula de kupffer

KO — knockout

MMPs — Metaloproteinases de matriz

MPO — Mieloperoxidase

NAC — N-acetilcisteina

NaCl — Cloreto de sodio

NADPH — Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NAPQI — N-acetil-para-benzoquinona imina

NE — Elastase de neutrofilo

NETSs — Neutrophil extracellular traps

NGAL — Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilo
NK — Célula natural killer

NKT — Célula natural killer T

O, — Superoxido

OH" — Hidroxila

PAMPs — Padrbes moleculares associados a patégenos
PBS — Salina tamponada com fosfato

PMSF — fluoreto de fenilmetilsulfonil

PR3 — Proteinase 3

PRRs — Receptores de reconhecimento de padrdes
RCF — Forga centrifuga relativa

RNA — Acido ribonucleico

ROS — Espécies reativas de oxigénio

SOD - Superoxido dismutase

TMB — Tetrametilbenzidina

4-ABAH — 4-aminobenzoic hydrazide

13



RESUMO

O figado possui papel vital desempenhando fungBes biosintéticas, metabolicas e
detoxificantes. Apesar de sua conhecida capacidade de regeneracdo, em algumas
condi¢cdes como excesso de medicamentos, ele pode ser danificado, comprometendo
suas funcdes e a vida do individuo. A leséo hepatica induzida por droga (DILI) tem sido
mais frequente em todo o mundo devido a maior facilidade de acesso a farmacos pela
populacdo. Dentre as diversas drogas comercializadas, o paracetamol (APAP) esta
sendo usado de forma indiscriminada, sendo a sobredose de APAP a maior causa de
faléncia hepatica aguda (ALF). A lesdo estéril causada por APAP leva a um processo
inflamatorio com recrutamento de varios leucocitos ao figado, mas em casos de
inflamagdo aguda como na necrose hepatica, neutrofilos sdo os primeiros a serem
recrutados e migram em grande quantidade. Essas células amplificam a lesdo hepatica e
pouco se sabe sobre o mecanismo efetor dessa amplificacdo. Considerando isso,
tivemos como objetivo identificar os componentes granulares presentes nos neutrofilos
responsaveis pela amplificacdo da lesdo hepatica apds sobredose de APAP. Iniciamos o
trabalho utilizando inibidores de degranulacdo e observamos uma diminuicdo da lesdo
hepéatica com o uso da doxiciclina e do cromoglicato nas doses de 50 e 100 mg/kg, e um
aumento da funcdo hepéatica com a maior dose de cromoglicato. Dentre 0s componentes
presentes nos granulos, inibimos primeiro as proteases com um coquetel inespecifico e
observamos diminuicdo da lesdo hepatica e reducdo do numero de neutréfilos com a
dose de 1,4 mg/animal. Apds isso buscamos identificar quais proteases estavam sendo
responsaveis pelo resultado encontrado. Para isso, inibimos cada protease
separadamente e observamos que a inibicdo de MMPs com 2 mg/kg do inibidor de
MMPL1 foi capaz de melhorar a leséo e a funcdo hepatica, alem de reduzir em 40% a
atividade de MPO. Para entendermos se a reducdo da lesdo era decorrente da reducgéo
dos neutrofilos, inibimos o seu recrutamento, com o inibidor DF 2156A, e observamos
que mesmo com a diminuicdo no ndmero de neutrdfilos a lesdo ndo foi alterada.
Inibimos também a producdo de ROS por diversas vias e ndo houve alteragdo na lesao e
na fungdo hepética. Concluimos assim, que as MMPs s&o responsaveis por aumentar a

morte de hepatocitos e diminuir a funcionalidade hepatica apds sobredose de APAP.

Palavras-chaves: neutrofilos, metaloproteinases de matriz, figado, paracetamol, faléncia

hepética aguda.
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ABSTRACT

The liver plays pivotal role in biosynthetic, metabolic and detoxifying functions.
Despite its known capacity for regeneration, in some conditions like excess medication,
it can be damaged, compromising their function and the individual healthy. Drug-
induced liver injury (DILI) has been more frequent in the world due to the easy access
to drugs by the population. Among the several marketed drugs, acetaminophen (APAP)
is being used indiscriminately, and the APAP overdose is the leading cause of acute
liver failure (ALF). The sterile injury caused by APAP leads to inflammatory process
with recruitment of many leukocytes to the liver, but in cases of acute inflammation,
such as the liver necrosis, neutrophils are the first to be recruited and migrate in large
numbers. These cells eventually amplify the liver damage and little is known about the
effector mechanism of this amplification. Considering this, our objective was to identify
the granular components present in neutrophils responsible for amplification of liver
injury after APAP overdose. We started working using degranulation inhibitors and a
reduction of the liver damage with the use of doxycycline and cromoglycate at doses of
50 and 100 mg/kg, and an increase in liver function with the highest dose of
cromoglycate was observed. Among the components present in the granules, we first
inhibit unspecific proteases with a cocktail and observed decreased liver damage and
decreased number of neutrophils at the dose of 1.4 mg/mouse. After that, we tried to
identify which proteases were being responsible for the results found. To this end, we
inhibited each protease separately and found that the inhibition of MMPs with 2 mg/kg
of MMP1 inhibitor was able to reduce the damage and improve liver function in
addition to 40% reduction in MPO activity. To understand whether the reduction of the
injury was due to the reduction of neutrophils, we inhibited neutrophils recruitment,
with DF2156A inhibitor, and noted that even with the decrease in the number of
neutrophils injury has not changed. We also inhibited ROS production in many
pathways and there was no change in the injury and liver function. This way, we
concluded that MMPs are responsible for increase hepatocyte death and decrease the

hepatic functionality after APAP overdose.

Keywords: neutrophil, matrix metalloproteinases, liver, acetaminophen, acute liver

injury.
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1. INTRODUCAO
BIOLOGIA HEPATICA E ETIOPATOGENIA DA FALENCIA HEPATICA AGUDA

O figado é responsavel por desempenhar fungdes metabolicas, detoxificantes e
biosintéticas vitais para 0 organismo. Os hepatdcitos, que constituem até 80% do total
da massa hepética, sdo as células capazes de metabolizar nutrientes, armazenar
vitaminas e glicogénio, sintetizar enzimas, proteinas, colesterol, fatores de coagulacédo
sanguinea, albumina, bile e vitamina A (Reynolds, 1977; Rossaint e Zarbock, 2013).
Microscopicamente, o figado é dividido em l6bulos, que sdo diversas se¢des poliédricas
constituidas pelos cordbes de hepatdcitos, capilares sinusoides e um vaso central,
denominado veia centrolobular. Localizado na periferia dos I6bulos encontra-se o
espaco porta, composto por ramos da veia porta, da artéria hepatica e do ducto biliar. E
pelo espago porta que o fluxo sanguineo entra no figado, percorre o tecido por meio dos
sinusoides e flui lentamente em direcdo a veia centrolobular e vasos subsequentes,
deixando o 6rgdo por meio da veia hepatica. 30% do volume sanguineo corpdreo passa
pelo figado a cada minuto, sendo a maior parte do sangue proveniente da veia porta e
uma pequena parte proveniente da artéria hepatica (Vollmar e Menger, 2009; Jenne e
Kubes, 2013). (llustragéo 1)

Liver acinus

Sinusoid

Septal branch
Kupffer cell
Hepatocyte

Sinusoidal lumen Space of Disse

Bile Kupffer
canaliculi cell

Hepatocyte

<

Hepatic
artery
branch

0
0
0
0

Stellate’ Endothelial cell Dendritic

vein
branch cell with fenestrae cell

(Adams e Eksteen, 2006)
llustracgdo 1: estrutura tridimencional do lébulo hepatico
Organizacao dos componentes de um Iébulo hepatico. Corddes de hepatécitos entremeados por capilares
sinusoides, células de Kupffer residentes nos sinusoides, células dendriticas e estreladas no espago de
Disse. Artéria hepatica, veia porta e ducto biliar formando o espago porta e veia central que é o destino do

sangue proveniente do espaco porta.
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O figado também possui um elaborado sistema imune composto por macrofagos
residentes (células de Kupffer — KCs), células natural killer (NK), T natural killer
(NKT), linfécitos T, células dendriticas (DCs), componentes do complemento, e a
capacidade de recrutar rapidamente um grande numero de leucdcitos do sangue
periférico (Jenne e Kubes, 2013; Xu et al., 2014a).

Embora seja conhecida a grande capacidade de regeneracao do figado, em certas
condi¢BGes como injarias induzidas por toxinas, bactérias, virus, medicamentos e alcool,
extensas lesbes podem comprometer as fungdes hepaticas e o 6rgéo perde a capacidade
regenerativa (Luedde et al., 2014). Essas condi¢cdes podem levar a faléncia hepatica
aguda (ALF — Acute liver failure), que ¢ uma doenca caracterizada por lesdo hepética
rapida e grave, que leva a perda de funcdo metabdlica e imunoldgica do figado e a
sintomas como encefalopatia, coagulopatia, descontrole metabdlico e faléncia multipla
de o6rgdos (Bernal et al., 2010; Lee, 2012). As causas da ALF sdo muitas e variam de
um pais para outro. Nos paises em desenvolvimento as principais causas sdo as
hepatites virais, principalmente as do tipo A, B e E. Ja em paises desenvolvidos como
os Estados Unidos e grande parte da Europa a ALF é predominantemente causada por
drogas ou medicamentos (DILI — Drug-Induced Liver Injury). Além desses fatores,
doencas hepaticas autoimunes, choque séptico e isquemia podem levar a ALF (Bernal et
al., 2010; Lee, 2012; Wang et al., 2013). Apesar de ser uma doenca rara que atinge
menos de 10 individuos a cada 1 milhdo de habitantes por ano, a ALF acomete
individuos de qualquer faixa etaria, possui alto indice de mortalidade e altos custos
financeiros associados a doenca (Suk e Kim, 2012; Bjornsson et al., 2013).

A DILI vem sendo mais frequente em todo o mundo devido a maior facilidade
de acesso a farmacos pela populacdo. Dentre as diversas drogas comercializadas, o
paracetamol (APAP - N-acetyl-p-aminophenol; acetaminophen) vem sendo usado de
forma indiscriminada, sendo o analgésico mais consumido sem receita médica nos
Estados Unidos e no norte da Europa (Bernal et al., 2010). Sendo assim, a intoxicacdo
por APAP é a maior causa de ALF e a sobredose ndo intencional é a forma mais
comumente observada (Saito et al., 2010; Wang et al., 2013).

A lesdo hepética causada por APAP é devido ao excesso de N-acetil-para-
benzoquinona imina (NAPQI), um metabolito extremamente reativo gerado por
oxidacdo pelo citocromo P450. Em excesso, 0 metabdlito NAPQI elimina os estoques
celulares de glutationa (GSH) e se liga covalentemente a biomoléculas, desestabilizando

mitocondrias, membranas, citoesqueleto, e os sistemas enzimaticos do hepatdcito,
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induzindo fragmentacdo de DNA e instabilidade gendmica (Ray et al., 1993; Hinson et
al., 2010). Esses eventos culminam na necrose de hepatdcitos e perda da fungédo
hepética, o que pode levar & ALF e frequentemente a morte (llustracéo 2).

Conjugagdo Conjugagdo

GIuﬂcurczn.l’deo <«<——— PARACETAMOL ——> ~Su|f?t9
(ndo tdxico) (ndo toxico)

Citocromo P450 (2E1)

N-acetil-para-benzoquinona imina (NAPQI)
- (toxico)
- , N-acetilcisteina (NAC)

’f

‘_f
Necrose de hepatdcito ’©
Glutationa (GSH)

Cisteina e acido mercapturico
(ndo toxicos)

llustracgdo 2: metabolismo do paracetamol pelo hepatécito
Formac&o de compostos ndo tdxicos e toxicos no metabolismo do APAP. O componente toxico NAPQI ¢é
o0 responsavel por causar a morte de hepatocitos, sendo acumulado pela falta do GSH. Com a reposicéo do

GSH pela NAC a toxicidade € revertida com a formacao de componentes ndo toxicos.

Tratamentos para ALF ainda sdo muito escassos. A utilizacdo de N-acetilcisteina
(NAC) ¢ a terapia mais utilizada para casos de DILI, especialmente pela intoxicacdo por
APAP, porém esse método so é eficaz se aplicado dentro das primeiras 24 horas (Saito
et al., 2010). Em casos refratarios, a Unica alternativa é o transplante hepéatico de
emergéncia, porém menos de 10% dos transplantes de figado sdo realizados em
pacientes com ALF (Bernal e Wendon, 2013). Sendo assim, é de grande importancia o
estudo e a descoberta de novos tratamentos que melhore a qualidade de vida dos
pacientes e diminua a mortalidade e os gastos com a saude.

Ainda que a DILI seja considerada uma doenca que ocorre na auséncia de
microrganismos (também considerada lesdo estéril), ocorre a ativagdo do sistema imune
inato e a producdo de mediadores pro-inflamatdrios, citocinas e quimiocinas que agem
no recrutamento de leucocitos para o local da inflamacéo (Licata, 2016). Alem da DILI
outras doencas de enorme importancia clinica também apresentam esse mesmo perfil,
como infarto do miocérdio, gota, silicose, doenca de Alzheimer e aterosclerose (Rock et
al., 2010). A medida que o processo inflamatdrio se desenvolve, vérios leucocitos s&o

recrutados, mas em casos de inflamagdo aguda como na necrose hepatica, neutrofilos
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sdo as primeiras células a chegar ao sitio inflamatoério, migrando em grande quantidade
(Mcdonald et al., 2010; Marques et al., 2012).

FUNCOES IMUNOLOGICAS E CONSEQUENCIAS DO RECRUTAMENTO DE
NEUTROFILOS

Os neutrofilos compdem até 70% do total de leucdcitos na circulagdo humana e
até 25% em camundongos. Possuem nucleo lobulado e seu citoplasma possui granulos e
vesiculas secretorias. Essa célula possui um tempo de vida curto na circulacdo,
permanecendo por cerca de 8 horas em humanos e 1,5 horas em camundongos. Porém,
quando essas células sdo ativadas e migram para os tecidos seu tempo de vida pode
aumentar de 6 a 15 vezes (Kolaczkowska e Kubes, 2013; Xu et al., 2014b). Para manter
0 numero de células tdo efémeras na circulacdo, uma enorme quantidade de neutrofilos
é produzida constantemente pela medula 6ssea. Cerca de 10™ células sédo produzidas
diariamente e esse mesmo ndmero € removido da circulacdo por macréfagos na medula
Ossea, figado e baco, sendo esse processo estritamente bem regulado (Summers et al.,
2010). Durante um processo inflamatorio, essas células sdo recrutadas para o tecido
aderindo ao endotélio ativado e seguindo um gradiente quimiotético, que pode ser
derivado da producdo de quimiocinas, produtos bacterianos, mediadores lipidicos,
componentes do sistema do complemento, ou ainda moléculas derivadas da necrose
(Kolaczkowska e Kubes, 2013).

Uma vez que os neutréfilos chegam ao sitio alvo, eles iniciam suas funcgdes
como producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species),
degranulacdo (liberacdo de enzimas granulares), fagocitose ou formagdo de NETSs
(Neutrophil Extracellular Traps - armadilhas extracelulares de neutréfilos) (Brinkmann
et al., 2004). Essas funcdes sdo ativadas quando padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs — Pathogen-associated molecular patterns) sdo reconhecidos por
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs — Pattern recognition receptors)
presentes nos neutrofilos. Esses PAMPs sdo lipopolissacarideos, peptideoglicanos, RNA
viral e DNA bacteriano. Porém os PRRs dos neutrofilos também estdo envolvidos com
0 reconhecimento de padrGes moleculares associados a dano (DAMPs — Damage-
associated molecular patterns) que sdo componentes liberados pelas células necroticas
como peptideos formilados mitocondriais, DNA mitocondrial e proteinas como actina e
histonas. Devido a isso, os neutrdfilos respondem de forma semelhante a lesdo
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infecciosa e estéril, causando muitas vezes a morte de células saudaveis na lesdo estéril
(Jenne e Kubes, 2013; Kolaczkowska e Kubes, 2013; Mayadas et al., 2014).

A produgdo de ROS ocorre em um processo chamado “explosdo oxidativa”, em
que podem ser formados radicais livres como o superdxido (O;) e a hidroxila (OH"), ou
compostos como o peroxido de hidrogénio (H,02) e o acido hipocloroso (HCIO). Uma
enzima chave para a producdo de ROS é NADPH oxidase (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase) que consiste em seis subunidades que se encontram
separadas em condic¢des fisiologicas, impedindo a producdo de ROS e consequentes
danos as células. Porém, quando essas subunidades se unem o complexo NADPH
oxidase é ativado e ocorre a producéo de compostos oxidantes. As proteinas p22phox e
gp91lphox estdo presentes na membrana dos granulos especificos, ou das vesiculas
secretorias, e juntas formam o citocromo b558, que é o nucleo catalitico da reacéo.
Apbs a ativacdo do neutrdfilo as trés subunidades regulatérias, p67phox, p47phox e
p40phox sdo fosforiladas e juntamente com a subunidade Rac2 sdo deslocadas do
citoplasma para a membrana do fagolisossomo, ativando o complexo NADPH oxidase
que € capaz de transferir elétrons do NADPH para o oxigénio molecular gerando O,
Esse radical livre pode, espontaneamente ou através da enzima superéxido dismutase
(SOD), ser transformado em H,0,. Apo6s a ativacdo no neutréfilo e liberagcdo da enzima
mieloperoxidase (MPO) no fagolisossomo, ocorre a formacdo de HCIO, a partir do
H,O, que pode destruir a membrana de microrganismos e exercer o0 seu papel
microbicida (Faurschou e Borregaard, 2003). A formacdo de ROS é muito importante
na acdo antimicrobiana, uma vez que sdo compostos altamente reativos e podem matar
patdégenos dentro do fagolisossomo. Além disso, essas moléculas podem regular a
resposta imune, pois sdo moléculas pequenas que difundem pela membrana e sdo
rapidamente formadas e degradadas (Manda-Handzlik e Demkow, 2015).

Além da producdo de ROS, pode ocorrer a degranulacdo do neutréfilo que
também possui papel essencial na eliminagédo de patdgenos e sinalizacdo da inflamacéo.
Os granulos sao formados pelo complexo de Golgi em diferentes estagios de maturagao
dos neutrofilos. Os granulos azurofilos, também conhecidos como granulos primarios,
s&0 0s maiores e 0s primeiros a serem formados durante a maturacéo. Eles contém MPO
(a enzima citada anteriormente responsavel pela formagdo de HCIO), defensinas,
lisozimas e algumas serinoproteases como elastase de neutrofilo (NE), proteinase 3
(PR3) e catepsina G (CG). Essas serinoproteases possuem atividade proteolitica em

componentes da matriz extracelular como a elastina, ficronectina, laminina, coladgeno
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tipo IV e vitronectina, além de possuirem propriedades antimicrobianas (Owen e
Campbell, 1999; Faurschou e Borregaard, 2003). A segunda classe é composta pelos
granulos especificos, ou secundarios, que sdo menores que os azuréfilos e formados
depois, no decorrer da maturacdo do neutrofilo. Eles conttm um amplo arsenal
microbicida que inclui lactoferrina, NGAL (lipocalina associada a gelatinase de
neutréfilo), hCAP-18 (catelicidina) e lisozimas, além de possuirem colagenase
(metaloproteinase de matriz — 8 - MMP 8) e subunidades da NADPH oxidase em sua
membrana (citocromo b558). A terceira classe, composta por granulos gelatinase ou
terciarios, sao menores que os granulos especificos e os ultimos a serem formados. Eles
servem como local de armazenamento de algumas metaloproteinases (MMPs), tais
como gelatinase (MMP 9) e leucolisina (MMP 25). Essa MMPs séo armazenadas na
forma inativa e depois de exocitadas sofrem ativacdo e sdo capazes de degradar as
principais estruturas da matriz extracelular, incluindo colageno, fibronectina,
proteoglicanos e laminina. Diferentemente dos outros granulos, esses Gltimos séo
pobres em substancias antibidticas (Faurschou e Borregaard, 2003; Amulic et al., 2012;
Kolaczkowska e Kubes, 2013).

As vesiculas secretorias sdo formadas por endocitose nas fases finais da
maturacdo dos neutréfilos, possuindo em seu interior proteinas derivadas do plasma,
como albumina. As membranas das vesiculas secretdrias contém varios receptores
importantes para a ativacdo e migracdo do neutréfilo, além de promover a reciclagem
dos receptores da membrana e atuar como reservatorio dos mesmos (Amulic et al.,
2012). (Hustragéo 3).

Os compartimentos intracelulares de neutréfilos se diferenciam na capacidade de
exocitose. Os granulos gelatinase e as vesiculas secretorias sdo exocitados mais
facilmente. Eles sdo importantes reservatérios de enzimas que degradam matriz e de
receptores de membranas necessarios durante a aderéncia e a diapedese dos neutrofilos,
diferentemente dos granulos azurofilos e especificos, que tém pouca capacidade de
exocitose, participando principalmente das atividades microbianas dos neutréfilos
através da mobilizagdo de enzimas antimicrobianas no fagossoma ou no exterior da

célula (Faurschou e Borregaard, 2003; Borregaard et al., 2007).
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Azurophil granules Specific granules Gelatinase granules Secretory vesicles

Membrane Matrix Membrane Matrix Membrane Matrix Membrane Matrix
CD63 Acid p- CDI1ICDIR Cathelicidin CDI11b/CD18 Acetyltransferase  Alkaline Tetranectin
CD68 glycerophosphatase  CDI5 (hCAP-18) Cytochrome-bssg  Annexin I phosphatase  Hepatocyte
Presenilin-1 -~ Acid CD66a Collagenase Diacylglycerol Gelatinase CD10 growth
uPA receptor mucopolysaccharide  CD66b Gelatinase deacetylating ~ Heparanase CD11b/CD18 factor
V-type o =Antitrypsin Cytochrome-bss3  Heparanase crZyme Hepatocyte CD13 Plasma
H+-ATPase Azurocidin/CAP37/hepa- MLP receptor Hepatocyte growth  fMLP receptor growth factor  CD14 proteins
rn-binding protein ~ Fibronectin factor Leukolysin Lysozyme CD16 (FeRIM) {albu-
Bactericidalf receptor Histaminase NEAMP-1 ﬂz—Michg]Dbu lin CD45 min)
permeability- G protein o subunit Human neutrophil ~ SCAMP SGP28 (CRISP-3) CRI1 (CD35)
increasing protein Laminin receptor lipocalin SNAP-23, uPA Clq receptor
Cathepsins Leukolysin Lactoferrin SNAP-25 Cytochrome b-
Defensins NB1 antigen Lysozyme uPA receptor 558
Elastase 19-kDa (P1C3) Ba-Microglobulin VAMP-2 Decay-accelerating
B-Glucuronidase protein NGAL V-type H- factor
B-Glycerophosphatase Rapl, Rap2 SGP28 (CRISP-3) ATPase f¥LP receptor
Lysozyme SCAMP Sialidase I-Diacylglycerol Leukolysin
a-Mannosidase SNAP-23, uPA lipase VAMP-2
Myeloperoxidase SNAP-25 Vitamin B;-binding Ubiquinene Phospholipase D
N-Acetyl-fi- Stomatin protein
glucosaminidase Thrombospondin -~ YKL-40 (human
Proteinase-3 receptor cartilage
Sialidase TNF receptor glycoprotein 39)
Ubiguitin-protein uPA receptor
conjugates VAMP-2
uPA Vitronectin receptor
IL10 receptor

JMLP N-formyl-methionine-leucine-phenylalanine, #PA urokinase-type plasminogen activator

(Oliveira et al., 2013)
llustracao 3: Contetido dos granulos e de vesiculas secretdrias de neutréfilos humanos

Componentes presentes no interior e na membrana de granulos e vesiculas secretérias de neutrdfilo.

Outra funcdo bem conhecida dos neutréfilos é a fagocitose. Essas células sdo
capazes de capturar microrganismos de forma répida e eficaz. Uma série de cascatas de
sinalizacdo e rearranjos do citoesqueleto levam a fagocitose de microrganismos e
posterior liberacdo dos granulos primérios e secundarios ao fagossomo com liberacdo
dos seus conteudos antimicrobianos e a ativacdo do complexo NADPH oxidase (Kruger
etal., 2015).

O mecanismo mais recente descoberto realizado pelos neutrofilos é a producao
de NETs que sdo fibras extracelulares constituidas de componentes nucleares e
granulares e que sdo capazes de matar bactérias no espacgo extracelular (Brinkmann et
al., 2004). O componente mais abundante em NETs é o DNA, que é liberado da célula
na forma descondensada, e juntamente com ele encontra-se histonas, elastase de
neutrdfilo, catepsina G, MPO, lactoferrina e gelatinase (Brinkmann et al., 2004).

A importancia dos neutréfilos na amplificacdo da lesdo tecidual tem sido um dos
principais focos de estudos realizados por nosso grupo de pesquisa. Marques e
colaboradores (2012) demonstraram que apos a intoxicacdo por APAP, quimiocinas e
componentes mitocondriais ajudam na ativacdo e migracdo de neutrofilos no figado,
amplificando a lesdo e contribuindo para uma resposta inflamatéria sistémica. Mais

recentemente, demonstraram que a sobredose de APAP gera uma grande liberacdo de
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DNA no figado, que se deposita no 6rgdo e leva a uma intensa migracdo de neutrofilos
principalmente para dentro das zonas de necrose hepatica. Em ambos os trabalhos, a
reducdo da inflamagdo hepética causada por DNA ou a remoc¢do de neutréfilos do
figado leva a uma reducdo significativa da lesdo hepatica total (Marques et al., 2012;
Marques et al., 2015).

Além dos nossos trabalhos, varios grupos de pesquisa relataram a amplificacdo
da les@o hepatica pelo neutréfilo em diferentes modelos, como na leséo por isquemia-
reperfusdo (Jaeschke, 2006), hepatite alcodlica (Mookerjee et al., 2007), choque septico
(Jaeschke et al.,, 1991), colestase (Gujral et al., 2003) e também durante
hepatotoxicidade induzida por halotano (You et al., 2006) e concavalina A (Bonder et
al., 2004).

Apesar da capacidade do neutrofilo de amplificar a lesdo hepatica ser conhecida,
ainda ndo ¢ sabido o mecanismo efetor e quais dos seus componentes intracelulares séo

responsaveis por essa amplificagéo.
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2. JUSTIFICATIVA

Os neutrofilos sdo células imprescindiveis para o bom funcionamento do
organismo, pois sdo responsaveis pela eliminacdo de patdgenos, inducéo e resolucdo da
inflamacdo, remodelacdo tecidual, dentre outras funcbes. Porém, na lesdo estéril
causada por APAP, eles sdo responsaveis por amplificar a lesdo hepética. N&o se sabe
quais componentes do neutrofilo sdo responsaveis pelo aumento da lesdo. Sendo assim,
buscamos elucidar os fatores responsaveis pelo aumento da morte de hepatdcitos na

lesdo aguda estéril mediada por neutroéfilo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os mecanismos efetores de neutréfilos que séo relevantes na amplificacdo da

lesdo hepatica aguda causada por APAP.

3.2 Objetivos especificos

1. Estabelecer parametros de avaliacdo da lesdo e da funcdo hepéatica em

camundongos intoxicados por APAP;

2. Investigar o efeito dos seguintes inibidores sobre a lesdo hepatica induzida
por APAP:
- Inibidores de degranulagéo;
- Inibidores de proteases granulares;
- Inibidores de enzimas envolvidas na geracdo de ROS, incluindo MPO e
NADPH oxidase;

3. Avaliar o recrutamento de neutrofilos para a lesdo, por meio de IVM, com o

uso dos diferentes tipos de inibidores.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com 10 a 12
semanas de idade provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os animais foram acondicionados em grupos de cinco
por gaiola, com racdo (Labina) e agua ad libitum, em condi¢Ges controladas de
temperatura (22°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12h). Os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as normas da Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UFMG (CEUA protocolo n°. 331/ 2015).

4.2 O modelo de lesdo hepatica

O modelo utilizado foi o de lesdo hepética induzida por sobredose de APAP.
Neste modelo, os camundongos sdo submetidos a jejum de 15 horas na noite anterior ao
experimento e, posteriormente, sdo tratados com uma Unica administracdo intragastrica
(gavagem) de APAP dissolvido em salina estéril aquecida. Os animais controle
receberam apenas salina aquecida pela mesma via. Os animais foram sacrificados 24

horas ap0s a administracdo do APAP.

4.3 Eutanasia e obtencdo de amostras

Os animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal (i.p.) de ketamina (80
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) diluidos em salina fisioldgica. Apds anestesia foram
submetidos a laparotomia seguida de sangria por cisdo simultanea da artéria aorta e veia
cava inferior, de onde a amostra de sangue foi retirada para obtencdo do soro e
posteriores andlises. O figado foi retirado e dividido em fragmentos para realizacdo de

analises histoldgicas e ensaios bioguimicos.

4.4 Confeccdo de laminas histologicas e avaliacdo quantitativa da necrose hepética

O figado coletado foi lavado com salina e um fragmento do lobo superior fixado

em formol 4% tamponado por no minimo 48 horas. Posteriormente, as amostras foram
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desidratadas em solucdes de alcool etilico de concentragcdes crescentes, banhadas em
xilol e incluidas em blocos de parafina histologica. Cortes teciduais de 5 pum de
espessura foram obtidos utilizando micrétomo e corados com Hematoxilina & Eosina
(H&E). A partir dos cortes histoldgicos foram realizadas anélises quantitativas, sendo
mensuradas as areas necroticas. Imagens de trés campos por animal (10x) foram
capturadas a partir de uma microcamera Moticam 2500 (Motic) acoplada a um
microscopio optico BX41 (Olympus). As imagens foram analisadas com a utilizacdo do
software ImageJ. Os resultados foram obtidos a partir da média de cada grupo e

expressos em porcentagem de necrose hepatica/area.

4.5 Dosagem de alanina aminotranferase (ALT)

A dosagem de ALT foi realizada no soro dos animais para quantificar a leséo
hepatica. O ensaio cinético é o método recomendado pela International Federation of
Clinical Chemistry, desta forma, a atividade de ALT foi determinada utilizando-se o Kit
Transaminase ALT cinético (Bioclin), adaptado conforme as instruces do fabricante.
Para realizacdo do teste, foram incubados 20 puL das amostras em placas de poliestireno
com 96 pocos (Nunc, Roskilde, Denmark) e posteriormente acrescidos 200 pL/poco do
reagente de trabalho (37° C), presente no Kit utilizado. Quando necessario as amostras
foram diluidas em solucdo salina 1:10 ou 1:20. Apds um minuto, foi realizada a
primeira leitura (340 nm) em leitor de microplacas (Versa Max Microplate reader) e
leituras subsequentes foram efetuadas apés 1, 2 e 3 minutos a partir da primeira leitura,
totalizando 4 leituras. Por fim, a média das diferencas de absorbancia por minuto (A
A/minutos) das 4 leituras foi calculada e o resultado obtido por meio da formula A

A/minutos x 2494. Os resultados foram expressos em unidade/litro (U/L).

4.6 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase & expressa especificamente por neutréfilos, entdo
quando encontrada no tecido € indicativo de que houve infiltrado neutrofilico. Desse
modo, a quantificacdo dessa enzima pode, mesmo que indiretamente, determinar a
intensidade do infiltrado de neutréfilos no tecido. Resumidamente, parte do figado
coletado e armazenado a -20 °C foi pesado, macerado em solucdo de extracdo de

citocinas (PBS 1x, NaCl 0,4M, Tween 20 — 0,05%, BSA 0,076M, PMSF 0,098mM,
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DMSO 0,1%, cloreto de benzetonio 0,dmM, EDTA 1mM e aprotinina 24ug) e
centrifugado a 806400 RCF por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet ressuspendido com solugdo tampao (PBS - Na, EDTA 0,015M) e novamente
centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em NaCl 0,2%
gelado, apos 20 segundos foi adicionado NaCl 1,6% com glicose 5% gelado. O material
foi rapidamente homogeneizado e submetido a nova centrifugacdo. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em solucdo tampéo (PBS - HETAB
0,5%). As amostras foram rapidamente homogeneizadas e congeladas e descongeladas
seguidamente trés vezes em nitrogénio liquido, submetidas novamente a centrifugacéo e
0s sobrenadantes coletados para o ensaio. Um volume de 25 uL de cada amostra foi
adicionado a placa de 96 pocos (Nunc, Roskilde, Denmark), onde o branco foi
representado por PBS. Em seguida os pocos receberam uma solugdo de DMSO com o
substrato TMB 1,6 mM, e a placa incubada em cadmara escura por cinco minutos a 37°C.
Adicionado H,0, 0,002% em PBS - HETAB 0,5% e incubado novamente nas mesmas
condicdes. A reacdo foi interrompida com H,SO,4 1M e a placa lida a absorbancia de

450 nm em leitor de microplacas (Versa Max Microplate reader).

4.7 Ensaio de elastase

O ensaio de elastase foi feito com 0 mesmo sobrenadante coletado para MPO.
100 puL de cada amostra foram adicionados a placa de 96 pogos (Nunc, Roskilde,
Denmark), em seguida, adicionado uma solucéo do substrato de elastase (Tris / HCI 0,1
M, DMSO 20% e N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val p-nitroanilide - M4765-Sigma -
400uM) e a placa incubada em cadmara escura, a 37°C por 90 minutos. Apos esse tempo
de reacgdo foi feita a leitura da placa a absorbancia de 405 nm em leitor de microplacas

(Versa Max Microplate reader).
4.8 Teste de depuracéo de verde indocianina (indocyanine green — ICG)

O verde indocianina é um corante que ndo sofre transformacdo quimica e é
rapidamente excretado pelo figado, sendo possivel fazer uma avaliagdo da funcdo
hepatica de acordo com o clearance desse corante. Desta forma, animais controle e

APAP receberam por via intravenosa uma solucdo de 20 mg/kg de verde indocianina
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(Cardiogreen, Sigma Aldrich) diluido em agua de injecdo estéril. Apos 20 minutos 0s
animais foram anestesiados, eutanasiados e o soro coletado para anélise. As amostras
foram diluidas em &gua de injecdo e plaqueadas (240 plL/pogo) em placas de
poliestireno de 96 pocos (Nunc, Roskilde, Denmark). A absorbancia foi medida em 800
nm em leitor de microplacas (Versa Max Microplate reader). O resultado obtido foi

comparado a uma curva padréo do corante e expresso em pg/mL.

4.9 Reagentes e inibidores farmacologicos

Os animais receberam por via intravenosa diferentes tratamentos com inibidores
dos mais diversos componentes presentes nos neutrofilos. Como inibidor de
degranulacdo foi utilizado Cromoglicato (SIGMA), Doxiciclina (SIGMA) e
Sulfasalazine (SIGMA).

As proteases foram inibidas primeiramente por um coquetel inibidor de
proteases (SIGMAFAST " Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free) composto
por inibidores de serinoproteases (AEBSF 2 mM; Aprotinin 0,2 uM), cisteinoproteases
(E-64 14 uM), serino e cisteinoproteases (Leupeptin 1 uM), aminopeptidases (Bestatin
130 uM), proteases &cidas (Pestatin A 10 uM) e metaloproteinases (Phosphoramidon 1
HUM). Apds essa inibicdo inespecifica foram utilizadas drogas de maior especificidade
como: inibidor de serinoproteases e cisteinoproteases (Leupeptin — Boehringer
Mannheim), inibidor de serinoproteases (Aprotinin from bovine lung — SIGMA),
inibidores de elastase (Sivelestat sodium salt hydrate — SIGMA,; e Elastase Inhibitor Il —
CALBIOCHEM) e inibidores de metaloproteinases (Batimastat — SIGMA; MMP
inhibitor | - CALBIOCHEM,; e llomastat — SIGMA).

Para inibicdo de ROS foi utilizado Apocinina (Apocynin - SIGMA) e DPI
(Diphenyleneiodonium chloride - CALBIOCHEM) que s&o inibidores da NADPH
oxidase e 4-ABAH (4-aminobenzoic hydrazide - SIGMA) que é inibidor de MPO.

Os animais receberam os inibidores por via intravenosa 6, 12 e 18 horas apds a
administragdo do APAP. Os inibidores foram diluidos em salina (cloreto de sédio
0,9%), DMSO (méaximo 5%), etanol (maximo 5%) ou metanol (Mmaximo 5%)
dependendo da sua solubilidade.

Para inibir o recrutamento de neutrofilos, foi utilizado 30mg/kg de DF 2156A

diluido em salina e administrado com uma dose 6 horas ap6s 0 APAP. (Tabela 1).

29



Inibidor Solubilidade Dose

Cromoglicato Salina 5; 50 e 100mg/kg
Sulfassalazina DMSO 1 e 10mg/kg
Doxiciclina Salina 5; 50 e 100mg/kg
Coquetel inibidor de proteases Salina 0,28; 1,4 e 2,8mg/animal
Leupeptina Salina 20mg/kg

Aprotinina Salina 1; 10 e 100ug/animal
Sivelestat Salina 40mg/kg

Inibidor elastase 11 Metanol 0,1; 1 e 10mg/kg
Batmastat DMSO 0,2; 2 e 20mg/kg
Inibidor MMP1 Salina 0,2; 2 e 20mg/kg
llomastat DMSO 0,12; 1,2 e 12mg/kg
Apocinina Etanol 10mg/kg

DPI DMSO 0,2 e 2mg/kg
4-ABAH Salina 80mg/kg

DF 2156A Salina 30mg/kg

Tabela 1: Inibidores utilizados no trabalho
Os diferentes inibidores utilizados ao longo do estudo com a sua respectiva solubilidade e a dosagem
utilizada.

4.10 Desenho experimental

Jejum Gavagem Administracoes dos inibidores  Eutanasia
-15h Oh 6h 12h 18h 24h

4.11 Microscopia confocal intravital

A microscopia intravital do figado de camundongos foi realizada utilizando
microscopio confocal Nikon Ti C2 equipado com objetiva de 10x. Usando um pequeno
suporte de acrilico, posicionamos o camundongo anestesiado e expusemos o figado a
uma distancia adequada da objetiva. Em seguida, uma area do tecido hepatico foi
selecionada e focalizada, a partir da qual imagens e videos foram coletados para analises
subsequentes. Contagem de neutrofilos foi feita usando o programa Volocity
(PerkinElmer).
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4.12 Analise estatistica

A comparacéo entre dois grupos foi feita pelo teste T de Student. No caso de trés
ou mais grupos, o teste usado foi one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey. Se 0s
dados ndo possuiam distribui¢cdo normal, o teste de Mann-Whitney (para dois grupos)
ou Kruskal-Wallis (para trés ou mais) seguido do pds-teste de Dunn foram aplicados.
Todos os resultados foram apresentados como a média * erro padrdo da média (epm). O
nivel de significancia foi definido como p < 0,05. Os gréaficos e estatistica foram feitos

com o auxilio do software GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS

5.1 Dose de 600 mg/kg de APAP causa lesdo hepética aguda

Para iniciar nosso estudo, realizamos uma curva tempo-resposta com a dose de
600 mg/kg de APAP ja previamente estabelecida pelo nosso grupo (Marques et al.,
2015). Foi confirmada que a sobredose de 600 mg/kg de APAP por via oral causa lesdo
hepética aguda nos camundongos. Observou-se uma mortalidade de aproximadamente
40% dos animais tratados com APAP ja na sexta hora apds a administracdo (Figura 1-
A). Os niveis séricos de ALT dos animais que receberam APAP estavam aumentados ja
na sexta hora apds a administracdo, e permaneceram altos até a trigésima sexta hora
(Figura 1-B). Com isso, concluimos que a dose de 600 mg/kg é eficaz em causar leséo

hepéatica em camundongos, e que ela atinge o pico 12 horas apds a administracao.
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Figura 1 - Avaliagéo da sobredose de APAP em camundongos

(A) Tempo de sobrevivéncia de camundongos gavados com 600 mg/kg de APAP e

salina (controle). (B) Dosagem dos niveis de ALT sérica ao longo de 72 horas apds

administracdo de 600 mg/kg de APAP. * = p < 0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.2 Sobredose de APAP leva a necrose de hepatdcitos

Ap06s administracdo da sobredose de APAP observamos, por histologia, que o
figado apresenta necrose ao redor da veia centrolobular, chegando a até 65% da area
quantificada (Figura 2-A e B). Nos cortes histologicos corados com H&E pudemos
observar 0s hepatdcitos integros encontrados nos camundongos controle. Nos
camundongos tratados com APAP, apds 6 horas observamos grandes &reas de necrose.
A quantificacdo da necrose confirma a eficacia da dose de 600 mg/kg de APAP em
causar lesdo hepética ja na sexta hora apds administracdo, e mostra que é possivel

observar o dano microscopicamente.
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Figura 2 - Necrose de hepatdcitos causada por sobredose de APAP

(A) Fotos de cortes histoldgicos de figado corados com H&E. Primeira imagem a direita
zoom de hepatocitos saudaveis e segunda imagem a direita zoom da area de necrose.
Escala: 100 um. (B) Quantificacdo da area de necrose hepética a partir das fotos

adquiridas na histologia. * = p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.3 Sobredose de APAP causa acumulo de neutrdéfilos no figado

Utilizando microscopia intravital (IVM- intravital microscopy) foi possivel
observar e quantificar o acimulo de neutréfilos no figado, principalmente nas areas
ricas em DNA (Figura 3-A e B) e, ainda, observar a intensa deposicdo de DNA no
tecido hepético. Observamos também um aumento da atividade da enzima MPO que
estd diretamente relacionada a quantidade de neutréfilos no tecido, e apresenta-se
aumentada na décima segunda e na vigésima quarta hora apds administracdo do APAP
(Figura 3-C). Com esse experimento foi possivel observar, no decorrer do tempo, a
mobilizacdo de neutréfilos para o figado, atingindo o pico na vigésima quarta hora apds
administracdo do APAP.

37



Controle

Sytox green

APAP 12h

APAP 24h




APAP 36h

Sytox green

APAP 72h

39



w

(@]
(=)
?

6001

g
8 500 * <
~ 0.6
S 2
o] s
:lé % 0.4+
- [}]
= ge)
[J]
z 5 0.2
>
<

0- 0.0-
& X
® Horas apdés APAP (600mg/kg) ® Horas ap6s APAP (600mg/kg)

Figura 3 - Recrutamento e acimulo de neutrofilos no figado apo6s sobredose de
APAP

(A) IVM de figado de animais tratados com APAP. DNA evidenciado em verde (Sytox
green) e neutrofilos em vermelho (anti-GR1 PE). Escala: 100 um. (B) Quantidade de
neutrofilos por campo obtido a partir de imagens de IVM. (C) Atividade de MPO no
figado de animais tratados com APAP ao longo de 72 horas. * = p < 0,05 em relagéo ao

grupo controle.
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5.4 Sobredose de APAP causa perda da funcdo hepatica

Os parametros até entdo utilizados neste trabalho, e pelo nosso grupo de
pesquisa, medem a lesdo hepatica e mostram a morte de hepatdcitos, porém, nenhum
dos parametros avaliavam a funcionalidade do figado apods a sobredose de APAP. Em
busca dessa medida, padronizamos a avaliacdo da funcéo hepética a partir da depuragéo
do corante verde indocianina (ICG- indocyanine green). Esse corante se liga a proteinas
do plasma, como a albumina, sendo eliminado exclusivamente pelos hepatdcitos,
juntamente com a bile, sem sofrer alteracdo. Assim, o clearance desse corante nos
revela como esta a fungdo dos hepatocitos, de forma que quanto menor a quantidade do
corante encontrada no sangue, melhor a funcio hepatica. E o teste quantitativo de
funcdo hepatica mais utilizado na clinica e muitos estudos mostram sua utilidade para
avaliar a funcdo hepética de pacientes com sepse, com faléncia hepéatica aguda e
pacientes que tiveram sec¢do parcial do figado ou foram submetidos a transplante
(Hoekstra et al., 2013; Halle et al., 2014; Levesque et al., 2016). Com a avalia¢do da
depuracdo do ICG no nosso modelo, foi possivel observar que a funcdo hepatica esta
prejudicada até o terceiro dia apds APAP, apresentando funcdo semelhante aos animais

controle no sexto dia (Figura 4-A).
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Figura 4 - Avaliacdo da funcdo hepatica ap6s sobredose de APAP em
camundongos
(A) Clearance do corante ICG no soro de animais controle e com 1, 2, 3 e 6 dias ap0s

administracdo de APAP. * = p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Com a lesdo hepatica por APAP estabelecida e

padronizada utilizamos

inibidores dos diversos componentes presentes nos neutréfilos para verificar a acdo dos

mesmos na lesdo. O esquema a seguir mostra os principais componentes granulares do

neutrofilo e as respectivas drogas que utilizaremos para sua inibicéo (llustracao 4):

—

4-ABAH Sivelestat

/ Inibidor de elastase Il

Primario  \po, lisozimas, elastase, proteinase-3 e

Neutroéfilo ‘
catepsinas

Aprotinina
Leupeptina

Secundario
Lactoferrina, lisozima, colagenase,
NGAL e hCAP-18

Terciario Gelatinase e lisozima

\ Batimastat

Inibidor MMP1
llomastat

Cromoglicato

Doxiciclina

- Sulfassalazina

Tablete inibidor de proteases

llustracgdo 4: Componentes granulares de neutrofilo e as drogas utilizadas para sua inibicao.
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5.5 Inibicdo da degranulacdo reduz a lesdo e aumenta a funcdo hepatica apds
sobredose de APAP

Utilizamos inibidores de degranulagéo para observarmos o que aconteceria com
a lesdo e a funcdo hepatica se impedissemos a liberacdo dos conteddos granulares dos
neutrofilos. Utilizamos cromoglicato, doxiciclina e sulfassalazina (Figura 5-A, B e C,
respectivamente) e constatamos que a inibicdo com cromoglicato gerou reducdo da
lesdo e aumento na funcéo hepatica, e o uso da doxiciclina foi capaz de diminuir a lesdo
hepética apos sobredose de APAP. Apesar dessas mudancas, a atividade de MPO néo se
alterou com o uso do cromoglicato e foi maior com a dose de 100 mg/kg de doxiciclina.
Com o uso dos inibidores foi possivel confirmar que componentes presentes nos
granulos dos neutrofilos sdo responsaveis pela amplificacdo da lesdo e perda da funcéao

hepética causada por APAP.
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Figura 5 - Diminuicdo da lesdo hepatica e aumento da funcdo com a administracéo
de inibidor de degranulacao apds sobredose de APAP

(A, B e C) Niveis de ALT (1) e ICG (2) no soro de animais gavados com APAP e
tratados com diferentes doses de cromoglicato, doxiciclina e sulfassalazina,
respectivamente. (D e E) Niveis de MPO no figado de animais administrados com
APAP e tratados com diferentes doses de cromoglicato e doxiciclina, respectivamente. *
= p < 0,05 em relacdo ao grupo controle. # = p < 0,05 em relagdo ao grupo APAP

(veiculo).
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5.6 Inibicéo de proteases reduz a leséo hepatica causada por sobredose de APAP

Iniciamos a busca pelos componentes de neutrofilo responsaveis pela
amplificacdo da lesdo usando um inibidor amplo para proteases. Utilizamos um
coquetel composto por inibidor de serinoproteases (AEBSF - 4-(2-Aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride hydrochloride), de aminopeptidases (bestatin), de serino e
cisteinoproteases (leupeptina), de cisteinoproteases (E-64 - N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-
leucine 4-guanidinobutylamide), de serinoproteases (aprotinina), de proteases acidas
(Pepstatina A) e de metaloproteinases (Fosforamidon). Com a utilizacdo desse coquetel
inespecifico observamos a diminui¢do dos niveis de ALT sérico (Figura 6-A), assim
como 0s niveis hepaticos de MPO e elastase (Figura 6-B e C, respectivamente). A partir
das andlises de imagens IVM, observamos também uma reducdo na quantidade de
neutrofilos recrutados nos animais tratados com o inibidor de proteases (Figura 6-D).

Com esse resultado foi possivel observar a reducdo da lesdo hepatica e do
recrutamento de neutrofilo na dose de 1,4 mg/animal do coquetel inibidor apds
sobredose de APAP, mostrando que uma ou mais proteases inibidas por este coquetel

tem papel no aumento da lesdo hepaética.
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Figura 6 - Reducdo da lesdo hepéatica e do numero de neutrdfilos com

administracéo de inibidor geral de proteases ap6s sobredose de APAP
(A) Dosagem dos niveis de ALT sérica e atividade de (B) MPO e (C) elastase no figado

de camundongos gavados com APAP e tratados com diferentes doses do coquetel

inibidor de proteases. (D) Quantidade de neutrofilo no figado de animais que receberam

APAP e foram tratados com diferentes doses de inibidor de proteases. * = p < 0,05 em

relacdo ao grupo controle. # = p < 0,05 em relacéo ao grupo APAP (veiculo).
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5.7 Inibicéo de serinoproteases, cisteinoproteases e elastase ndo interferem na lesdo

e nem na fungdo hepatica causada por sobredose de APAP

Apos o indicativo de que alguma protease seria importante na amplificacdo da
lesdo hepatica, comecamos a utilizar inibidores especificos para os diferentes tipos de
proteases. Comegamos pelos inibidores de serino e cisteinoproteases (Leupeptina -
Figura 7-A), de serinoproteases (Aprotinina - Figura 7-B) e de elastase de neutrofilo
(Sivelestat e inibidor de elastase Il - Figura 7-C e D, respectivamente). A inibicdo de
cada uma dessas proteases isoladamente ndo causou alteracdo na lesdo e na funcgdo

hepatica.
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Figura 7 - Medidas de func¢do e lesdo hepatica com administracdo de inibidores
especificos de proteases apos sobredose de APAP

(A) Niveis de ALT sérica de animais que receberam APAP e foram tratados com
leupeptina. (B) Niveis de ALT (1) e ICG (2) no soro de animais administrados com
APAP e tratados com diferentes doses de aprotinina. (C) Dosagem de ALT (1) e
elastase (2) de animais administrados com APAP e tratados com sivelestat. (D) Niveis
de ALT (1) e ICG (2) de animais gavados com APAP e tratados com diferentes doses

de inibidor de elastase Il. * = p < 0,05 em relacdo ao grupo controle.

51



5.8 Inibicdo de metaloproteinases de matriz (MMPS) reduz a lesdo hepética

causada pela sobredose de APAP

Ainda inibindo proteases, utilizamos trés drogas diferentes para inibir MMPs,
que foram: Batimastat, que inibe MMP 1, 2, 3, 7 e 9; ilomastat, que inibe MMP 1, 2, 3,
8 e 9; e inibidor de MMP1, capaz de inibir MMP 1, 3, 8, e 9. (Figura 8-A, B e C,
respectivamente). O inibidor de MMP1 foi capaz de reduzir a leséo e aumentar a funcéo
hepética, como observado na reducdo dos niveis séricos de ALT e dos niveis de ICG
nos camundongos tratados com a dose de 2 mg/kg desse inibidor (Figura 8 — C-1 e C-2,
respectivamente). A diminuicdo da lesdo pode ser observada por imagens de cortes
histoldgicos e obtidas a partir de IVM (Figura 8 — C-5 e C-6, respectivamente). Além
disso, a atividade de MPO reduziu 40%, e a necrose 23%, nos animais que receberam a
droga (Figura 8 — C-3 e 8 — C-4, respectivamente). O batimastat foi capaz de diminuir a
lesdo hepética em 67% na dose de 20 mg/kg (Figura 8 — A-1). Esse resultado nos mostra

gque MMPs sdo importantes na amplificacdo da lesdo hepética causada por neutrdfilo.
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C-6)

APAP + inibidor MMP1

Figura 8 - Diminuicdo da lesdo hepatica e aumento da fungdo ap6s administracéo
de inibidor de MMPs em animais intoxicados por APAP

(A e B) Niveis de ALT (1) e ICG (2) no soro de animais administrados com APAP e
tratados com diferentes doses de batimastat e ilomastat, respectivamente. (C) Dosagem
dos niveis de ALT (1), ICG (2), MPO (3) e porcentagem de necrose (4) de animais
administrados com APAP e tratados com diferentes doses do inibidor de MMPL1. (5)
Imagens de cortes histoldgicos e (6) obtidas a partir de IVM de figado de animais
tratados com APAP e APAP + inibidor de MMP1 na dose de 2 mg/kg. Nas imagens de
IVM observamos a necrose evidenciada em verde (Albumina FITC) e neutréfilos
corados em vermelho (anti-GR1 PE). Escala: 100 um. * = p < 0,05 em relagdo ao grupo

controle. # = p < 0,05 em relacdo ao grupo APAP (veiculo).
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5.9 A diminuicdo do numero de neutrdfilos nem sempre esta relacionada a

diminuicéo da lesdo hepéatica

A diminuicdo da lesdo hepatica causada pelo inibidor de MMP1 poderia ser
devido a diminuicdo da quantidade de neutrofilos (40%). Para isso utilizamos um
inibidor alostérico ndo competitivo, seletivo para CXCR1 e CXCR2 (DF 2156A), que
inibe o recrutamento de neutrofilos (Bertini et al., 2012). Com administracdo de 30
mg/kg de DF 2156A, 6 horas apds sobredose de APAP observamos por IVM (Figura 9-
A) gque mesmo com a diminuicdo do namero de neutréfilos (Figura 9-B) a leséo

hepatica ndo diminui (Figura 9-C).
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Figura 9 - Diminui¢do do numero de neutrdfilos ndo é capaz de diminuir a lesdo
quando administrado inibidor de recrutamento de neutréfilo 6 horas apés APAP

(A) Imagens obtidas a partir de IVM de figado de animais tratados com APAP e APAP
+ DF 2156A. Necrose evidenciada em verde (Albumina FITC) e neutréfilos em
vermelho (anti-GR1 PE). Escala: 100 um. (B) Numero de neutrofilos por area obtido a
partir de IVM e (C) Niveis de ALT no soro de animais tratados com uma dose de 30
mg/kg de DF 2156A 6 horas apds administrados com APAP. * = p < 0,05 em relacdo ao

grupo controle. # = p < 0,05 em relacdo ao grupo APAP (veiculo).
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5.10 Inibicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ndo diminui a lesdo e ndo

aumenta a funcéo hepética apds sobredose de APAP

Apols a inibicdo das proteases fomos investigar se ROS também estariam
envolvidas com a amplificacdo da lesdo hepéatica mediada por neutrdfilos. Trés
inibidores foram utilizados: 4-ABAH - inibidor de MPO (Figura 10-A); e DPI e
apocinina - inibidores de NADPH oxidase (Figura 10-B e C, respectivamente). Foram
usados também camundongos knockout (KO) gp91phox que ndo apresentam a proteina
gp91phox da NADPH oxidase e, portanto, ndo produzem ROS por essa via (Figura 10-
D). Nenhum inibidor de ROS utilizado e nem os animais KO apresentaram diminuicao
na lesdo ou aumento da funcdo hepética. Concluindo assim, que a producdo de ROS néo

é responsavel pela amplificacdo encontrada na lesdo com a participacdo dos neutréfilos.
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Figura 10 - Andlises de lesdo e funcdo hepatica de animais que receberam
inibidores de ROS ap06s sobredose de APAP

(A) Niveis de ALT (1) no soro e MPO (2) no figado de animais administrados com
APAP e tratados com 4-ABAH. (B e C) Niveis de ALT (1) e ICG (2) no soro de
animais gavados com APAP e tratados com DPI e apocinina, respectivamente. (D)
Niveis de ALT (1) e ICG (2) no soro de animais KO que receberam APAP. * = p < 0,05

em relagédo ao grupo controle.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho focamos no papel amplificador de neutréfilos na lesdo hepética
aguda. Para isso, partimos de dados prévios de nosso grupo que demonstraram que a
deplecdo de neutrofilos protege os animais de uma lesdo hepética grave por APAP
(Marques et al., 2015) e queriamos entdo saber quais componentes presentes no
neutrdfilo seriam responsaveis por essa amplificacdo. Para isso, nosso trabalho teve
inicio com a avaliacdo do dano causado pelo APAP e posterior uso de inibidores de
componentes granulares de neutrofilos.

Avaliando a sobredose de 600 mg/kg de APAP, confirmamos que ela causa
lesdo hepética grave, justificada pela necrose de hepatdcitos e recrutamento de
neutrofilos para o figado (Figura — 1, 2 e 3). Concomitante com a lesdo hepatica,
observamos também a perda de funcdo hepatica (Figura — 4). Estabelecida a lesao e os
parametros de analise, utilizamos inibidores para diversos componentes presentes nos
neutréfilos. Ao todo, ja foram encontradas mais de 700 proteinas nos granulos dos
neutrofilos (Kruger et al.,, 2015), dentre essas escolhemos as classes mais
representativas e as mais conhecidas para inibirmos. Os inibidores utilizados sao
amplamente encontrados em estudos experimentais in vivo e in vitro e as doses usadas
no nosso trabalho foram baseadas na literatura.

Comecamos os estudos utilizando inibidores de degranulacdo. A inibicdo com
cromoglicato foi capaz de reduzir a lesdo e aumentar a funcdo hepatica apds sobredose
de APAP (Figura — 5). Assim como no nosso trabalho, no modelo de I/R hepatica foi
observado uma diminuicdo dos niveis de ALT em animais tratados com essa droga (El-
Shitany (EI-Shitany e El-Desoky, 2015). O cromoglicato é um inibidor de degranulagédo
de mastocitos amplamente utilizado como um medicamento para asma (Edwards e
Howell, 2000). Seu efeito em mastdcitos é conhecido e ocorre pela estabilizacdo da
membrana celular, bloqueando a liberacdo de histamina e outros mediadores pro-
inflamatdrios (Radley e Grounds, 2006). Além do cromoglicato, a doxiciclina também
foi capaz de diminuir a lesdo hepatica no nosso modelo de estudo (Figura — 5). Essa
droga é conhecida por suas ac¢@es antibioticas, mas alguns estudos também mostram que
ela age como inibidor da degranulacdo (Gabler e Creamer, 1991; Chopra, 2002). O
efeito desses inibidores em neutrofilos ainda ndo é claro, mas € possivel que ocorra
também estabilizacdo da membrana dos neutrofilos e isso impeca a liberacdo dos seus

granulos para o meio extracelular.
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Depois de observado que a inibicdo da liberacdo de contetdos granulares de
neutrdfilos, causa melhora da lesdo e da funcdo hepética, buscamos inibir os diversos
componentes presentes nos granulos separadamente para ver qual seria responsével por
essa melhora. Comecamos utilizando o coquetel inibidor de proteases para verificar se
alguma protease poderia estar envolvida no processo de amplificacdo. Observamos que
uma ou mais proteases estavam sendo responsaveis por aumentar a lesdo hepética
(Figura — 6). Partimos entdo para a inibicdo de proteases especificas como
serinoproteases, cisteinoproteases, elastase e metaloproteinases (MMPSs). Os resultados
nos mostraram que a inibicdo de MMPs tem efeito na diminuicdo da lesdo e no aumento
da funcdo hepética (Figura — 8). A utilizagdo do inibidor de MMP1 foi capaz de
diminuir a lesdo e melhorar a funcdo hepatica na dose de 2 mg/kg. Além desse inibidor,
0 batimastat foi capaz de reduzir 67% da lesdo na dose de 20 mg/Kg. As
metaloproteinases de matriz constituem uma familia de mais de 26 proteases
dependentes de zinco que estdo envolvidas com a degradacdo da matriz extracelular
(ECM - extracellular matrix) e da membrana basal (Amalinei et al., 2010). A migracao
de leucdcitos através da ECM é dependente da degradacdo da matriz, ndo somente por
facilitar a permeabilidade, mas também pela geracdo de fragmentos da matriz que sdo
quimiotéticos para leucdcitos (Coito, 2011). Outros estudos demonstraram que MMPs
contribuiram para o acimulo de neutréfilos no local da inflamacdo (Keck et al., 2002) e
estdo associadas com o inicio da lesdo hepatica apds hepatectomia (Ohashi et al., 2013).
A inibicdo de MMPs pode ter diminuido a quebra de componentes da matriz e devido a
isso a quimiotaxia pode ter sido menor, diminuindo o recrutamento de neutréfilos ao
longo do tratamento com a droga (40% em relacdo ao veiculo, apesar da diferenca nao
ser estatistica).

Ap0s esse resultado, nos perguntamos se apenas a diminuicdo da quantidade de
neutrofilos seria responsavel pela diminuicao da lesdo hepatica encontrada com o uso do
inibidor de MMP1. Para responder essa pergunta utilizamos um inibidor de
recrutamento de neutrofilos (DF 2156A) para verificar se, com a diminui¢do do nimero
de neutrofilos, haveria também diminuicdo da lesdo. Esse experimento nos mostrou que
mesmo com um numero reduzido de neutrofilos a lesdo dos animais tratados com DF
2156A era semelhante a lesdo dos animais que n&o receberam o inibidor (Figura — 9).
Dessa forma, concluimos que a diminuicdo encontrada na lesdo com o inibidor de
MMP1 ndo é pela diminui¢do no nimero de neutrofilos recrutados, e sim pela inibigdo
das MMPs.
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Sabe-se que a adesdo célula-matriz regula a homeostase dos tecidos. Com a
destruicdo da ECM ocorrem alteragdes na sinalizacdo das células. Integrinas presentes
na ECM regulam o comportamento celular por meio de conexdes com o citoesqueleto
de actina, receptores de fator de crescimento e cascata de transducdo de sinais
intracelulares (Reddig e Juliano, 2005). A ruptura dessa ligagdo com a ECM tem efeitos
deletérios na sobrevivéncia da célula, podendo gerar mediadores de morte celular e dar
inicio a apoptose ou necrose (Defamie et al., 2008). Esse processo leva a um tipo
especifico de apoptose conhecido como anoikis que é causado pelo deslocamento da
célula de sua matriz de suporte (Frisch e Francis, 1994). Esse fenbmeno é conhecido em
células epiteliais, endoteliais (Frisch e Francis, 1994), na formacdo de metastase (Paoli
et al., 2013), e ja foi relatado em cultura de hepat6citos primarios, onde foi observado
que a sobrevivéncia dos hepatécitos depende de Bl-integrina para sua fixacdo na ECM
(Smets et al., 2002; Pinkse et al., 2004). Isso explicaria a piora na funcionalidade
hepatica e no aumento da lesdo devido a presenca de MMPs, tendo em vista a
capacidade das MMPs de degradar a ECM.

A inibicdo das demais proteases nao teve efeito na lesdo hepatica induzida por
APAP nas doses em que foram usadas (Figura — 7), embora sejam amplamente
utilizadas na literatura e apresentem efeito em outros modelos. Concluimos assim, que
entre as proteases existentes nos neutréfilos as MMPs sdo as responsaveis pela
amplificacdo da lesdo hepatica induzida por APAP.

Outra classe de enzimas inibidas foram as responsaveis pela producdo de ROS.
Utilizamos inibidores de MPO, de NADPH oxidase, e camundongos NADPH oxidase
KO, porém nenhuma dessas condic¢des levou a mudancas na leséo e na fungdo hepatica
no nosso modelo (Figura — 10). Dessa maneira, concluimos que ROS ndo sdo
responsaveis por amplificar a lesdo hepatica no modelo de APAP.

Na leséo por APAP os neutrdfilos sdo os primeiros leucdcitos a serem recrutados
do sangue e ja estdo em quantidades aumentadas na décima segunda hora apos a
administracdo do APAP (Figura — 3), apesar disso, nos perguntamos se outras células
poderiam estar sofrendo os efeitos das drogas utilizadas. Mondcitos, eosindfilos,
basofilos, linfécitos e ainda mastdcitos, poderiam ser recrutados ou estar presentes no
tecido hepatico e ter efeito na mudanca encontrada com o uso dos inibidores.
Pesquisando entdo sobre essas células, encontramos trabalhos sobre recrutamento de
monaocitos na lesdo hepéatica mostrando que 0S mesmo possuem recrutamento mais

lento, sendo encontrados no figado de 24 a 48 horas ap6s a administracdo do APAP
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(Dambach et al., 2002; Dale et al., 2008). Os eosinofilos também apresentam um
aumento em pacientes com DILI, porém em pacientes com lesdo por APAP, somente de
2 a 8% dos leucdcitos no figado séo eosinofilos e eles ndo degranulam, uma vez que ndo
sdo encontradas citocinas e componentes presentes nos granulos dos eosindfilos no
tecido hepatico desses pacientes (Pham et al., 2001). Os basoéfilos sdo os leucdcitos
encontrados em menor quantidade na circulacdo cerca de 1% em humanos e
camundongos. Eles migram em direcdo ao tecido durante reacGes alérgicas e
principalmente infeccdo parasitaria onde liberam histaminas, proteases, citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos (Eberle e VVoehringer, 2016), devido a isso ndo sdo
estudados na lesdo por APAP. Diferentes modelos de lesdo hepética aguda sugerem que
as células NK, NKT e T podem contribuir para a hepatotoxicidade, mas os mecanismos
ainda ndo sdo claros (Krenkel et al., 2014). Os mastocitos, diferente das demais células
ja citadas, sdo residentes do tecido conjuntivo e tem ampla distribuicdo nos tecidos dos
animais, sendo encontrados especialmente perto de superficies expostas ao ambiente,
como pele, vias respiratérias, trato gastrointestinal e trato geniturinario. Essa localiza¢do
é fundamental uma vez que essas células sdao umas das primeiras, juntamente com 0s
macrofagos, a interagir com antigenos, alérgenos, patdégenos ou toxinas de invasores,
tendo sua funcdo voltada para eliminacéo de patégenos (Galli et al., 2011). Com essas
informacdes, entendemos que o 6rgao estudado, o regime de tratamento aplicado e o
tempo em que a lesdo foi avaliada favorecem que os efeitos observados foram devido a
atuacdo das drogas em neutréfilos principalmente.

E certo que os neutrdfilos amplificam a lesdo em diversas doencas, e mostramos
nesse trabalho que as MMPs sdo as principais causadoras dessa amplificacdo no figado.
Mais estudos sdo necessarios para entendermos como as MMPs estdo de fato
aumentando a lesdo, para que assim possamos intervir e diminuir os seus efeitos

deletérios durante a lesdo hepatica.
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7. CONCLUSAO

Com este trabalho podemos concluir que:

Sobredose de APAP causa lesdo e perda de fungdo hepética, com
concomitante ativacdo de neutréfilos e seu recrutamento para o figado;

O tratamento com inibidores de degranulacdo reduz a lesdo e a perda da
funcéo hepatica apds sobredose de APAP;

As MMPs sdo responsaveis por amplificar a lesdo e a perda de fungéo

hepatica, causada pela sobredose APAP.
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