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RESUMO

A lesdo hepatica por medicamentos (DILI) é um problema crescente de satde publica. Ela pode
evoluir para faléncia hepética aguda (FHA), um transtorno associado a alta mortalidade e com
poucas opg¢des de tratamento. Durante a DILI, a morte necrética de hepatdcitos leva a liberacéo
de moléculas intracelulares capazes de causar um intenso processo inflamatério (DAMPS),
podendo amplificar a lesdo tecidual causada inicialmente pelo medicamento. Dentre estas
moléculas, o potencial citotoxico do DNA ja estd associado a varias doencas inflamatorias e
autoimunes, entretanto, a dindmica de sua liberacdo e acumulo em tecidos lesados, e 0s
mecanismos de seu reconhecimento por leucdcitos sdo pouco conhecidos. Neste trabalho, nos
demonstramos que durante a intoxicacdo por diferentes agentes hepatotoxicos, paracetamol
(APAP) e tioacetamida (TAA), ocorre acumulo de DNA aberrante no citoplasma de hepatocitos,
que culmina na liberacdo de DNA para o meio e extracelular morte destas células. Ao avaliarmos
a lesdo hepatica por estes agentes in vivo, encontramos um enorme acimulo de DNA no figado,
principalmente em zonas de necrose e na forma de depdsitos intravasculares. Em paralelo ao
DNA depositado, observamos um grande infiltrado de neutréfilos no figado, que se direcionavam
especificamente para o interior das zonas de necrose e exerciam um patrulhamento intenso destas
areas. Enquanto neutrofilos se movimentavam ativamente dentro da necrose, macrofagos se
mantinham imdveis e restritos a area viavel do figado. Observamos que neutrofilos aumentam a
expressao de TLR9 durante a lesdo hepatica, e usam este receptor para reconhecer e responder a
deposicdo de DNA por meio do aumento de expressdo de NF-kB e CXCR2. A eliminacdo dos
depdsitos de DNA no figado pelo pés-tratamento com DNASE1 ou blogueio do reconhecimento
por TLR9 reduziram significativamente a lesdo hepética, o infiltrado de neutréfilos e a
inflamacdo tecidual. A expressdo de TLR9 em neutrofilos é essencial para seu papel danoso, pois
a transferéncia de neutréfilos selvagens para camundongos deficientes em TLR9 reverte
completamente o fendtipo protegido da lesédo por APAP. Em conjunto, nossos dados demonstram
um novo fendmeno envolvendo a deposicdo de DNA no figado durante a lesdo hepatica, e
sugerem que o controle do reconhecimento de DNA pelo sistema imune é uma estratégia

promissora para o tratamento de DILI e FHA.



ABSTRACT

Drug-induced liver injury (DILI) is an important cause of acute liver failure (FHA), but with
limited therapeutic options. During DILI, oncotic necrosis with concomitant release and
recognition of intracellular content amplifies liver inflammation and injury. Amongst these
molecules, DNA has been widely shown to trigger inflammatory and autoimmune diseases;
however, the mechanisms involved in DNA release from damaged hepatocytes, whether it
accumulates into the necrotic liver, and the impact of its recognition by the immune system
remains elusive. Here we showed that treatment with two different hepatotoxic compounds
(acetaminophen and thioacetamide) caused DNA release to the hepatocyte cytoplasm, which
occurred in parallel with cell death in vitro. Administration of these compounds in vivo caused
massive DNA deposition within the liver necrotic areas, together with a widespread intravascular
DNA coating. Using confocal intravital microscopy, we revealed that liver injury due to
hepatotoxic overdose led to a directional migration of neutrophils to DNA-rich areas, where they
exhibited an active patrolling behavior. DNA removal by intravenous DNASE1 injection or
blockage of TLR9-mediated sensing significantly reduced systemic inflammation, liver
neutrophil recruitment and hepatotoxicity. Analysis of liver leukocytes by flow cytometry
revealed that emigrated neutrophils upregulated TLR9 expression in the plasma membrane during
liver necrosis, and these cells sensed and reacted to extracellular DNA by up-regulating NF-«xB
and CXCR2 expression. Interestingly, adoptive transfer of wild-type neutrophils to TLR9” mice
reversed the hepatoprotective phenotype otherwise observed in TLR9 absence. We concluded
that hepatic DNA accumulation is a novel feature of DILI pathogenesis and blockage of DNA
recognition by the innate immune system may consist in a promising therapeutic venue for DILI
and FHA.
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1 INTRODUCAO

O figado é o maior 6rgdo interno do corpo, se localiza na cavidade abdominal logo abaixo
do diafragma e corresponde a até 2.5% da massa corporal total (VOLLMAR & MENGER, 2009).
O figado é irrigado por um grande volume de sangue, do qual 80% é derivado da veia porta,
sendo pouco oxigenado e rico em nutrientes absorvidos no intestino. O restante € sangue
oxigenado fornecido pela artéria hepatica. Essa mistura sanguinea circula pelo figado lentamente,
em baixa pressao e tensdo de oxigénio, através de uma enorme rede de vasos capilares de parede
fina, chamados sinusoides (JENNE & KUBES, 2013). O figado é dividido microscopicamente
em inimeras secdes poliédricas chamadas I6bulos hepéticos, onde se localiza o hepatdcito, a
célula do parénquima hepatico. Os hepatdcitos se organizam em cordbes entremeados pelos
sinusdides, e se estendem da periferia do l6bulo (onde se localizam o0s espagos porta) até o vaso
central nomeado veia centrolobular. Os espacos porta contém ramos da artéria hepética, veia
porta e ducto biliar, fazendo com que o fluxo sanguineo dentro do I6bulo hepético parta desta
estrutura e siga em direcdo a veia centrolobular e vasos subsequentes, chegando até a veia
hepética e deixando o 6rgao (VOLLMAR & MENGER, 2009).

A organizacdo morfologica e os tipos celulares presentes no figado permitem que ele
realize inUmeras atividades. Os hepatdcitos, células de origem epitelial que compdem cerca de
80% do figado, realizam a maioria das funcdes sintéticas e secretoras atribuidas ao 6rgdo, que
inclui o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos; secrecdo de bile e hormonios;
producdo de albumina, fatores de coagulacdo e proteinas de fase aguda; armazenamento
energético e controle glicémico, dentre outras. O hepatdcito também é especialmente conhecido
pela notavel capacidade de detoxificar compostos enddgenos e exdgenos, como amoénia,
horménios esteroides, medicamentos, contaminantes ambientais, alcool e drogas (ROSSAINT &
ZARBOCK, 2013). Fun¢bes metabdlicas e secretoras tdo variadas requerem que o hepatdcito seja
uma célula muito ativa em termos energéticos e de transcricdo génica. Portanto, tracos
caracteristicos do hepatocito sdo possuir uma enorme quantidade de mitocondrias no citoplasma,
e, por razBes ainda pouco entendidas, conter multiplas copias do genoma acumuladas em seus
nacleos (DUNCAN, 2013).

Os hepatdcitos sdo separados do fluxo sanguineo nos sinusoides por células endoteliais

sinusoidais (LSEC), um tipo celular bastante diferenciado do endotélio convencional. As LSECs
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sdo finas, ndo possuem lamina basal e contém grande nimero de aberturas nomeadas fenestras. A
morfologia e fenestras das LSECs permitem que os hepatdcitos abaixo mantenham um contato
intimo, mas ainda seletivo, com os leucécitos e moléculas carreadas vagarosamente pelo sangue
dentro do Iumen sinusoidal (HICKEY & WESTHORPE, 2013). Outra particularidade do figado é
seu macrofago tecidual, conhecido como célula de Kupffer (KC). Esses macrofagos encontram-se
dentro dos sinusoides, sobre as LSECs, o que os deixa completamente expostos ao contetido
sanguineo, e permite que fagocitem material direto da microcirculacdo hepatica. KCs em
conjunto com LSECs formam o maior sistema reticulo-endotelial do corpo, que basicamente tem
a funcdo de capturar antigenos, microrganismos e células senescentes, e elimina-los do sangue
(JENNE & KUBES, 2013). Esta funcdo de filtro impede que grandes quantidades de
lipopolissacarideo (LPS), restos celulares e microrganismos da microbiota atinjam a circulacao
sistémica, prevenindo a disseminacdo de patdégenos em condi¢cGes homeostaticas e patoldgicas
(BALMER et al, 2014).

Hepatocytes

KC PD-L1

p .
roteins ||_.12M> "

Particulates

llustragéo 1 — Localizagéo e interacdes entre populagdes celulares do 16bulo hepatico

Cord@es de hepatocitos sdo delimitados por capilares sinusoides, revestidos pelas células endoteliais sinusoidais
(LSEC). No limen sinusoidal encontram-se as células de Kupffer (KC), capturando moléculas e microrganismos do
fluxo sanguineo lento, e modulando a atividade dos varios linfécitos presentes também no Iimen, como células NK e
células T. Entre o endotélio e hepatécitos, no espaco de Disse, esta a célula de Ito (HSC), o miofibroblasto hepatico.
Adaptado de (CRISPE, 2009).
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O figado também ¢é rico em outras populagfes celulares como linfdcitos T, natural killer
(NK) e natural killer T (NKT)(CRISPE, 2009). Assim como as KCs, estes linfdcitos residem no
Ilimen sinusoidal, e estdo associados a inducdo eficaz de tolerancia imunoldgica e respostas anti-
microbianas e anti-tumorais no figado. Por exemplo, a apresentacdo de antigenos hepatica em
meio a altas concentracdes de 1L-10 e PGE, promove simultaneamente a inibicdo de linfocitos T
citotoxicos e a proliferacéo de linfocitos Treg (THOMSON & KNOLLE, 2010). Por outro lado,
células NKT participam do controle de infeccbes por meio do patrulhamento ativo dos
sinusdides, reconhecendo antigenos lipidicos apresentados por KCs e produzindo grandes
quantidades de interferon gama (IFNy)(GEISSMANN et al, 2005; LEE et al, 2010). O figado
também contém seu proprio miofibroblasto, chamado de célula de Ito ou célula estrelada, que se
localiza no espaco de Disse, uma area microscopica entre as LSECs e os hepatdcitos. A célula de
Ito circunda os sinusoides com seus prolongamentos, onde regula o fluxo sanguineo pela sua
funcdo contratil (SAIMAN et al, 2013). As células de Ito armazenam vitamina A, apresentam
antigenos durante infecgdes e secretam matriz extracelular, o que Ihe confere um papel central no
desenvolvimento de fibrose hepatica (STEWART et al, 2014). Em suma, com suas diversas
populacgdes celulares, cada uma ocupando um nicho especifico, o figado pode ser considerado um
6rgdo onde funcgdes metabolicas e imunoldgicas indispensaveis ao organismo convergem entre si,
como demonstrado na ilustragdo 1 (IL. 1).

Dessa maneira, as doencas que atingem o figado tem grande importancia médica e
frequentemente colocam a vida de individuos em risco (BERNAL et al, 2010; SCHUPPAN &
KIM, 2013). A faléncia hepatica aguda (FHA), por exemplo, € uma doenca caracterizada por
lesdo hepatica répida e grave, que leva a perda de funcdo do figado e a sintomas como
encefalopatia, coagulopatia, descontrole metabdlico, sepse, e faléncia multipla de Orgaos
(BERNAL & WENDON, 2013). A FHA ¢ geralmente desencadeada por lesdo hepatica induzida
por infec¢Bes virais ou por medicamentos. Os virus das hepatites A, B e E sdo os principais
causadores de faléncia hepatica em paises em desenvolvimento, enquanto que a hepatite
medicamentosa prevalece em paises desenvolvidos (BERNAL et al, 2010). A incidéncia de leséo
hepética por medicamentos (DILI) tem aumentado por todo o mundo, principalmente devido a
melhores condi¢Ges de saneamento basico e vacinacdo, mas também pelo crescente acesso da
populacdo a farmacos. Além disso, substancias de classes tdo diversas quanto antibioticos,

antiepiléticos e anti-inflamatorios podem levar ao quadro de DILI, o que Ihe confere um carater
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generalista e imprevisivel. Destes, o paracetamol (APAP) é o protagonista do problema, sendo
responsavel sozinho por metade dos casos de FHA nos EUA e Reino Unido (BERNAL &
WENDON, 2013). DILI atualmente € um problema grave nao sé por levar a FHA, mas também
por causar a retirada de medicamentos do mercado, o que significa um grande prejuizo para
agéncias governamentais e empresas farmacéuticas (VINKEN et al, 2013), além de reduzir o
namero de medicamentos disponiveis para doengas em geral.

Infelizmente, tratamentos para FHA sdo bastante escassos. Se a doenca ainda estiver em
um estagio inicial, intervencdes a fim de limitar o dano tecidual podem ser realizadas junto a
unidade de tratamento intensivo. N-acetilcisteina (NAC) ¢ a terapia estabelecida para os casos de
DILI, especialmente na intoxicacdo por APAP, no qual NAC ¢é eficaz se aplicada dentro das
primeiras 24 horas (SAITO et al, 2010). Além disso, € comum o tratamento com glicocorticoides
em hepatites autoimunes (ICHAI et al, 2007), ou antivirais como lamivudina e aciclovir nos
casos de hepatite infecciosa (KUMAR et al, 2007). Mesmo nestas condi¢des, a sobrevivéncia dos
pacientes frequentemente depende de um transplante hepético de emergéncia. Quando o
transplante esta disponivel e é bem sucedido, ainda assim 20% dos pacientes ndo sobrevivem 1
ano apos o procedimento (WIGG et al, 2005). Vale ressaltar que FHA é um transtorno raro,
ocorrendo em cerca de 1 a 20 individuos a cada 100.000 habitantes. Entretanto, a altissima
mortalidade e custos financeiros associados a doenca, bem como a ocorréncia em individuos de
qualquer faixa etaria (SUK & KIM, 2012; BJORNSSON et al, 2013) a tornam um crescente
problema de saude publica.

Levando em conta o fardo econémico e médico representado por DILI e FHA, é de
grande interesse que novas terapias sejam desenvolvidas, o que podera reduzir a necessidade de
hospitalizacdo intensiva e de transplantes de figado, e por consequéncia, a taxa de mortalidade.
Ainda nesta linha, ha uma grande lacuna no que se refere a tratamentos tardios para DILI, pois
nessa etapa NAC oferece pouca eficacia terapéutica, levando pacientes a progredirem para FHA e
necessitarem de transplante hepatico para sobreviver (BERNAL et al, 2010). Desse modo, a
investigagcdo dos mecanismos da lesdo hepatica medicamentosa com a utilizagdo de modelos
experimentais pode oferecer uma diregéo valiosa no desenvolvimento de novas terapias. A DILI
pode ser estudada experimentalmente em camundongos atraves da administragdo de uma
sobredose de APAP (HINSON et al, 2010). Assim como em humanos, neste modelo o animal

sofre les@o hepatica extensa, desencadeada pelo excesso do metabolito de APAP chamado de N-
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acetil-para-benzoquinonaimina (NAPQI), uma molécula extremamente reativa gerada por
oxidagdo pelo citocromo P450. Em excesso, o metabdlito NAPQI elimina os estoques celulares
de glutationa (GSH) e se liga covalentemente a biomoléculas, desestabilizando mitocéndrias,
membranas, citoesqueleto, os sistemas enzimaticos do hepatocito, e 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 funcdo hepatica, o que pode levar & FHA e frequentemente a
morte.

Enquanto que os processos bioquimicos envolvidos na toxicidade direta por APAP ja sdo
bem conhecidos, a relacdo entre DILI e o sistema imune comecgou a ser explorada recentemente.
E interessante notar que mesmo na auséncia de microrganismos no seu desenvolvimento, a les&o
hepatica medicamentosa possui um componente inflamatério bastante pronunciado. Trabalhos
publicados nos ultimos anos relataram que linfocitos NK e NKT (LIU, Z. X. et al, 2004;
MASSON et al, 2008), neutrofilos (LIU, Z. X. et al, 2006) e até eosinéfilos (PROCTOR et al,
2013) participam do desenvolvimento de DILI, pois animais que ndo possuiam estas celulas
desenvolveram lesdo hepatica significativamente menor do que aquela observada em animais
normais. Além de leucdcitos, mediadores sollveis do sistema imune como uma variedade de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (BLAZKA et al, 1995; HINSON et al, 2010) e o
sistema do complemento (SINGHAL et al, 2012) tem sido associados a patogénese de DILI.
Todos estes fatores, dentre outros, compdem um intenso processo inflamatério no figado lesado,
que pode levar ao agravamento do dano tecidual (ROCK et al, 2010).

A medida que o processo inflamatério se desenvolve, varios leucocitos sdo recrutados
para o figado, mas em casos de inflamacdo aguda como na necrose hepética, neutréfilos sdo os
primeiros a serem recrutados e migram em grande nimero (MCDONALD et al, 2010;
MARQUES et al, 2012). Véarias moléculas capazes de causar a migracdo de neutréfilos j& séo
conhecidas, como as quimiocinas CXCL1 e CXCL2 (homologos murinos da CXCL8 humana), o
fator do complemento C5a e leucotrieno B4 (ZLOTNIK et al, 2006; BORREGAARD, 2010).
Entretanto, os mediadores envolvidos no recrutamento de neutréfilos para zonas de necrose
hepética foram descritos recentemente em detalhe. Ao adentrarem o figado, neutrdfilos migram
pelos sinusoides sob o estimulo de um gradiente das quimiocinas CXCL1 e CXCL2, as quais sao
reconhecidas pelo receptor CXCR2 expresso constitutivamente em neutréfilos. Mas, ao atingirem

a borda da necrose hepatica eles passam a utilizar o receptor FPR1, que é ativado por peptideos
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formilados oriundos de mitocondrias dos hepatdcitos mortos, e promove a migracdo dos
neutrdfilos para o interior da zona de necrose (MCDONALD et al, 2010) (IL. 2). Uma vez que
neutrofilos cheguem ao sitio alvo, eles podem executar funcdes efetoras como producédo de
especies reativas de oxigénio (ROS), desgranulacdo (liberacdo de peptideos e enzimas
granulares) ou formacdo de NETs (armadilhas extracelulares de neutréfilos) (BRINKMANN et
al, 2004), promovendo a amplificacdo da lesdo tecidual como ja descrito em outras doencas de
carater inflamatdrio, como gota, artrite e infarto (CHEN & NUNEZ, 2010; ROCK et al, 2010).

Intravascular Focusing the
Pro-Ianammatory Chemoattractant Inflammatory
Danger Signal Gradient Response

l l

Adhesion—Chemotaxis — Necrotaxis

Extracellular ATP MyD88-dependent signals

¥ (non-bone marrow derived cell)

P2X7R }

Formyl peptide necrotaxis signal

Intravascular MIP-2/KC gradient v
NIrp3 Inflammasome formyl peptide receptor-dependent

¥ 118 \ crawling into lesion
IL-1R/MyD88 Signaling CXCR2 Signaling |
¥ ! Precise localization

Mac|-ICAM| dependent Intravascular chemotaxis within focus of necrosis
neutrophil adhesion (Macl dependent crawling)

llustragdo 2 — Mediadores e receptores envolvidos no recrutamento de neutrofilos para a lesdo hepatica estéril
Neutrofilos adentram o figado e interagem com o endotélio sinusoidal ja estimulado pela liberacdo local de
mediadores pro-inflamatdrios. A quimiotaxia de neutréfilos procede com o reconhecimento pelo receptor CXCR2 de
um gradiente intravascular de quimiocinas. Na periferia da zona necrética, neutrofilos passam a priorizar a
sinalizacdo pelo receptor FPR1, que ativado por peptideos formilados mitocondriais liberados pelos hepatécitos

mortos, encaminha neutréfilos para o interior da necrose. Adaptado de (MCDONALD et al, 2010).

A inducdo do processo inflamatorio durante a DILI ganhou muita atencdo com a

descoberta de uma nova classe de moléculas denominadas DAMPs: padrGes moleculares
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associados a dano. DAMPs sdo moléculas enddgenas de natureza quimica e tamanho variados,
podendo ser liberados por virtualmente qualquer tipo celular quando encontrado sob estresse ou
em processo de morte (CHEN & NUNEZ, 2010). Com a instabilidade de organelas e da
membrana plasmatica, os constituintes internos sao expostos ao meio extracelular onde estmulam
uma serie de receptores nas celulas vizinhas, sejam elas do parénquima ou leucdcitos residentes,
promovendo a ativagdo do sistema imune (GREEN, 2011). Alguns dos exemplos mais
conhecidos de DAMPs séo proteinas nucleares como histonas e high-motility group box 1
(HMGBL1); proteinas citoplasmaticas como actina e proteinas do choque térmico (HSP);
intermediérios do metabolismo de purinas como &cido urico e ATP; componentes da matriz
extracelular como o &cido hialurénico; e até os proprios peptideos formilados mitocondriais
citados acima (ROCK et al, 2010). Dentre estes, DNA de origem nuclear ou mitocondrial € um
dos DAMPs mais bem descritos, pois atua como potente indutor de inflamacéao e esta envolvido
em uma série de doencas autoimunes e inflamatorias, como IlUpus sistémico eritematoso
(BARRAT et al, 2005; PALUDAN & BOWIE, 2013).

O reconhecimento destas moléculas é feito por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs). Originalmente, PRRs foram descritos como detectores de padrées moleculares tipicos de
microrganismos (PAMPs), mas a medida que a participacdo dos mesmos PRRs foi demonstrada
em doengas de etiologia estéril, como a DILI, percebeu-se eles podem ser ativados tanto por
PAMPs gquanto por DAMPs. Isto explicaria porque a resposta inflamatoria a microrganismos ou a
leséo estéril é tdo similar, envolvendo inclusive os mesmos leucocitos, citocinas, e até 0s mesmos
mecanismos efetores (ROCK et al, 2010). Existem vérias classes de PRRs, dentre elas podemos
dar destaque a: Receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores tipo RIG-I
(RLR) e receptores de lectina tipo C (CLR) (TAKEUCHI & AKIRA, 2010).

Considerando estas informagdes, a determinagdo dos DAMPs relevantes para a leséo
hepéatica e de estratégias para bloguear sua atividade ou reconhecimento pelo sistema imune
poderiam por si s representar novos alvos terapéuticos para DILI e FHA. Como a lesdo hepatica
por APAP é um modelo de leséo estéril bem estabelecido, ele tem sido usado como plataforma
para 0 estudo e descoberta de novos DAMPs por varios grupos de pesquisa (ANTOINE et al,
2010; CAl et al, 2014). Um exemplo é a proteina citoplasmatica ciclofilina A, conhecida por
interagir com farmacos da classe das ciclosporinas, mas agora descrita como um novo DAMP
usando o modelo de DILI por APAP (DEAR et al, 2011). Além disso, camundongos deficientes
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em componentes da via de sinalizacdo de NLRP3, um receptor de padrbes da classe NLR, tem
uma taxa de mortalidade significativamente menor quando desafiados com sobredose de APAP
(IMAEDA et al, 2009). Quando o receptor NLRP3 ¢é ativado, ele reine um complexo proteico
chamado inflamassoma, que inicia a producdo das citocinas interleucina-1p (IL-1p) e IL-18,
potentes indutores do processo inflamatério. De modo similar, varios TLRs estdo associados a
patogénese de DILI por promoverem a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa
(fator de necrose tumoral alfa), a producdo de ROS, e a maior sobrevida de leucocitos
(GEERING et al, 2013). Recentemente foi demonstrado que o reconhecimento de proteinas
citoplasmaticas S100 (MOLES et al, 2014) ou histonas (XU et al, 2011) pelo receptor TLR2
estimula a inflamac@o e lesdo hepética durante a intoxicacdo por APAP. Do mesmo modo, a
ligacdo de HMGB1 ou histonas ao receptor TLR4 exacerba a lesdo hepatica e mortalidade
associada a DILI (WANG et al, 2013).

Neste contexto, a participacdo do receptor TLR9 também foi explorada por alguns grupos,
que observaram que a ativacdo de TLR9 por DNA nuclear ou mitocondrial é determinante para a
severidade de DILI. Em 2009, Imaeda e colaboradores avaliaram o papel de TLR9 e do
inflamassoma NLRP3 na lesdo hepética por APAP, e observaram que camundongos deficientes
em TLR9 ou nos componentes do complexo NLRP3 tinham menor expressao de citocinas pro-
inflamatérias e maior porcentagem de sobrevivéncia ap6s o desafio com APAP. De maneira
similar, foi subsequentemente demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa (MARQUES et al,
2012) e outros (MCGILL et al, 2012) que durante a lesdo hepéatica por APAP uma grande
quantidade de DNA mitocondrial é liberada pelo figado necrético. N6s expandimos estes dados
demonstrando que o reconhecimento de DNA por TLR9 € essencial para a producdo dos
mediadores pré-inflamatorios IL-1p, TNFa, CXCL1 e CXCL2, e também para o recrutamento de
neutrdfilos para o figado. Além disso, observamos que a liberacdo de DNA mitocondrial, dentre
outros DAMPs, € tdo intensa que chega a causar inflamagdo remota em outros 6rgdos, como 0s
pulmdes, ressaltando o potente papel do DNA como ativador da resposta inflamatdria (IL. 3).

O grande conteudo de DNA do hepatdcito e dados de varios grupos de pesquisa indicando
seu papel pré-inflamatério sugerem que o extravasamento de DNA durante a necrose hepatica
pode ser um fenébmeno fundamental na indugdo de inflamagdo e agravamento da DILI.
Entretanto, pouco se sabe sobre como acontece a liberacdo do DNA de fato durante a lesdo

hepatica in vivo. Para isso, a técnica de microscopia intravital (IVM) permitiria a avaliacdo de
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fendmenos celulares e imunoldgicos em tempo real e nas condigdes fisiologicas originais. Ainda
nesta linha, as populagdes celulares capazes de detectar o DNA liberado e que sdo diretamente
afetadas pelo seu extravasamento permanecem indeterminadas. Uma vez que células como
hepatocitos, KCs ou mesmo neutrofilos recrutados sejam capazes de reconhecer o DNA liberado,
o receptor utilizado para o seu reconhecimento e as consequéncias ao fendtipo celular incluindo
morfologia, movimentacao, altera¢cdes na transcricdo génica e inducdo de mecanismos efetores
ainda ndo sdo bem conhecidas. Em suma, definindo precisamente os mecanismos de liberacéo,
reconhecimento de DNA e os leucdcitos envolvidos na inducdo de inflamacdo hepatica,

poderemos determinar novos alvos terapéuticos para a DILI e FHA.
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llustracdo 3 — Liberagéo de produtos mitocondriais e quimiocinas pelo figado necrético promove amplificacao

do dano hepatico local e inflamag&o remota nos pulmdes.

(1) A intoxicagdo por APAP causa (2) necrose hepatica e liberagdo de moléculas como DNA mitocondrial, peptideos
formilados e quimiocinas pelo figado. Isto causa um (4) intenso processo inflamatorio que envolve o (3) acimulo de
neutrofilos e (4) agravamento da lesdo hepatica. A liberagdo destes mediadores pode ser grande a ponto de atingir a

(5) circulacao sistémica e promover (6) inflamagédo remota nos pulmdes. Adaptado de (MARQUES et al, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do extravasamento de DNA durante a lesdo hepatica medicamentosa e seu
impacto na inflamacéo e amplificacdo do dano tecidual

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a cinética da necrose celular induzida por APAP in vitro, usando hepatdcitos
priméarios de camundongo

2. Observar as alteracGes na morfologia e distribuicdo de DNA em hepatdcitos incubados
com APAP

3. Analisar a necrose e a liberacdo de DNA in vivo durante a intoxicacdo por APAP em
camundongos

4. Determinar os leucdécitos envolvidos na resposta inflamatoria decorrente da necrose
hepética e os mediadores que estimulam seu recrutamento ao figado

5. Auvaliar o impacto imunoldgico da deposicdo de DNA no figado e seu reflexo na

gravidade da lesdo hepatica induzida por medicamento



28

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 HEPATOCITOS PRIMARIOS

A purificacdo de hepatocitos de camundongos foi realizada conforme descrito
anteriormente (CRUZ et al, 2010; AMARAL et al, 2013). Resumidamente, camundongos foram
anestesiados por uma injecdo intraperitoneal (i.p.) de ketamina (80mg/kg; Syntec) e xilazina
(15mg/kg; Syntec) e submetidos a uma laparotomia para exposicdo do figado e de seus vasos
sanguineos. A porg¢do inferior da veia cava foi canulada com um cateter 16G e o figado
perfundido com as solucdes-tampdo Hanks A e Hanks B, contendo Colagenase tipo VII
(800mg/l; Sigma-Aldrich). O figado foi entdo removido e picado em meio de cultura Williams E
(Sigma-Aldrich) em condicdo asséptica. A suspensdo resultante foi filtrada duas vezes em
membrana de nylon e centrifugada a 840 x g, 4°C, por 2 minutos. O pellet de células foi
ressuspendido em meio Williams, contado em camara de Neubauer, e a viabilidade celular foi
checada usando o método de excluséo de azul de trypan. As células foram plaqueadas em placas
de 6 pocos a uma densidade final de 5x10° ou em laminulas 22mm x 22mm a densidade de
3x10°, ambos previamente tratados com colégeno tipo-I (Sigma-Aldrich).

Os hepatécitos foram incubados por 30 minutos a 37°C antes do inicio dos experimentos.
Os tratamentos incluiram: Paracetamol (APAP; Sigma-Aldrich) na concentracao de 20 ou 40mM;
Staurosporina (Calbiochem) a 10uM por 6 horas; Tioacetamida (TAA, Sigma-Aldrich) a 70mM
por 4h. Poly I:C (Invivogen) a 100ug/ml por 4 horas. Amostras de RNA total de hepatdcitos
foram coletadas usando o reagente TRIzol (Ambion). A viabilidade dos hepatdcitos foi verificada
através do ensaio de metabolismo de MTT (Sigma-Aldrich). A quantificacdo de DNA no meio de

cultura foi feita em espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific).
3.2 COLORACAO POR FEULGEN

Os hepatdcitos foram fixados com paraformaldeido a 4% e o DNA foi hidrolisado em
solucdo de HCI 1N por 30 minutos a 65°C. Em seguida, as células foram coradas com o reagente
de Schiff por 30 minutos, lavadas em solugédo de bisulfito e contra-coradas com 1% light green.

Por fim, as células foram lavadas com agua destilada, desidratadas e montadas. A quantificacdo
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foi feita através da contagem de células apresentando estruturas no citoplasma positivas para
Feulgen, em um total de 200 células por lamina.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os hepatdcitos foram retirados das placas por tripsinizacéao, centrifugados a 840 x g, 4°C,
por 2 minutos e fixados em glutaraldeido 4% tamponado. O pellet foi embebido em agarose 2%,
cortado e desidratado em alcool e acetona. Os cortes obtidos foram embebidos em resina Epon-

812 e analisados ao microscopio eletrdnico de transmisséo do Centro de Microscopia da UFMG.

3.4 IMUNOFLUORESCENCIA

Apo6s os tempos indicados, os hepatocitos foram fixados em paraformaldeido 4%,
permeabilizados com PBS/Triton 0.5% e bloqueados com PBS contendo BSA 10% e soro de
cabra 5% por 12 horas. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos primarios anti-
lamina A (1:200; Sigma-Aldrich) ou anti-IRF3 (1:200; Santa Cruz) e incubadas com anticorpos
secundérios conjugados a Alexa-Fluor 488 (1:200; Molecular Probes) e iodeto de propideo (PI,
30uM; Sigma-Aldrich) por 1 hora. As imagens foram obtidas usando microscopios confocais
Nikon Ti C2 e Zeiss LSM 510 Meta, equipados com objetivas 63x. O perfil de fluorescéncia
linear foi obtido usando o software ImagelJ. Brevemente, uma linha foi tracada através do

hepatdcito e de seus nucleos, e a intensidade dos pixels de cada canal foi obtida e plotada.

3.5 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, a partir de quatro 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 racao
(Labina) e agua ad libitum, em condigdes controladas de temperatura (25°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12/12h). Os procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com
as normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA protocolo 051/11)

e da University of Notre Dame (IACUC 16/024). Também utilizamos camundongos que
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expressam a proteina verde fluorescente eGFP apenas em seus neutrdfilos (Lysm-eGFP);
deficientes em TLR9 (TLR97); e que ndo possuem pelos no corpo (SKH1-hr) (BENAVIDES et
al, 2009). Estes ultimos foram especificamente utilizados nos experimentos de imagem néo-

invasiva.
3.6 O MODELO DE LESAO HEPATICA

Os camundongos foram submetidos a jejum de 15 horas na noite anterior ao experimento
e entdo tratados com APAP, por via oral, dissolvido em salina estéril aquecida (150-600mg/kg).
Animais controle receberam apenas o0 veiculo aquecido. Em um conjunto separado de
experimentos, camundongos receberam duas injecdes i.p. de TAA na dose de 300mg/kg. As
injecBes foram aplicadas com 24 horas de intervalo, e os animais sacrificados no tempo 48h apos
a primeira injecéo. Para a coleta de amostras, 0s animais foram anestesiados com uma injeg&o i.p.
de ketamina e xilazina e submetidos a uma laparotomia. O sangue foi coletado para obtengédo do
soro e o figado foi retirado e dividido em fragmentos para a realizacdo de histologia (H&E) e
ensaios bioguimicos. Em um dos experimentos, a porcentagem de sobrevivéncia dos animais foi
avaliada até o oitavo dia apds a intoxicacao.

Para determinar a atividade de alanina aminotransferase (ALT) no soro utilizamos o kit
transaminase ALT cinético (Bioclin). O ensaio cinético é o método recomendado pela
International Federation of Clinical Chemistry. Também quantificamos no soro dos
camundongos a producéo da citocina TNF-a e da quimiocina CXCL1 utilizando Kits de ELISA
comerciais (R&D Systems). A atividade de mieloperoxidae (MPO) hepatica foi avaliada através
da reacdo de extratos de figado com o substrato TMB. As absorbancias obtidas a 450 nm foram
comparadas a uma curva-padrdo de MPO de neutréfilos coletados da cavidade peritoneal, e 0s
dados foram apresentados como namero de neutréfilos relativo a essa curva (PIRES et al, 2014).
A quantificacdo de glutationa reduzida (GSH) foi feita pela reacdo de homogenatos de figado
com o substrato DTNB, como descrito anteriormente (TIETZE, 1969).

3.7 AVALIACAO HISTOLOGICA DO FIGADO



31

Os figados foram lavados com salina e seu lobo inferior foi fixado em formol 4%
tamponado. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em solugdes de alcool etilico,
banhadas em xilol e incluidas em blocos de parafina histoldgica. Cortes teciduais de 5 um de
espessura foram obtidos utilizando um micrétomo e corados com hematoxilina & eosina. A
visualizagdo dos cortes foi feita no microscopio dptico BX41 (Olympus) e as imagens obtidas
utilizando a camera Moticam 2500 (Motic) e o software Motic Image Plus 2.0ML.

3.8 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS E ANTICORPOS

Os tratamentos farmacoldgicos foram: Desoxiribonuclease 1 (DNASEL; Sigma-Aldrich)
administrada por via intravenosa (i.v.; 1000 U/dose) nos tempos 6, 12 e 18 horas ap6s APAP.
E6446-02 (2.5mg/animal, Merck Millipore) administrado 2 horas antes ou 6 horas ap6s APAP,
por via oral. Os seguintes tratamentos foram aplicados 6 e 18 horas apds a intoxicacdo:
Ciclosporina H (30pg/dose, LKT Laboratories), hialuronidase (HNase; 200U/dose, Sigma),
anticorpo anti-CXCR2 (30ug/dose, R&D Systems) e anticorpo anti-CD18 (20ug/dose, R&D
Systems). A eliminacdo de neutrdfilos foi feita por duas injecdes i.v. de anticorpo anti-GR1
(100ug/dose, clone RB6-8C5; eBioscience), 24 e 4 horas antes do experimento. A eliminagdo de
células de Kupffer foi feita por uma injecdo i.v. de 200ul de clodronato em liposomos
(ClodronateLiposomes.org) 48h antes do experimento. Todos os reagentes foram dissolvidos em

salina ou PBS estéreis, e grupos controle foram tratados com os respectivos veiculos das drogas.

3.9 AQUISICAO DE IMAGEM NAO INVASIVA

Para experimentos ndo invasivos de aquisicdo de imagens, os camundongos SKH1-
hairless foram anestesiados com isoflurano e injetados i.v. com 100ul do fluoréforo para acidos
nucleicos NucRed Dead 647 (Molecular Probes). As imagens foram adquiridas apds um intervalo
de 5 minutos no aparelho MS FX PRO (Bruker) com o auxilio do Prof. W. Matthew Leevy, na
Integrated Imaging Facility, da Universidade de Notre Dame (Indiana, EUA).

3.10 MICROSCOPIA INTRAVITAL CONFOCAL
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A microscopia intravital confocal (IVM) de figado de camundongos foi realizada
conforme descrito anteriormente (MARQUES et al, 2012), utilizando microscopios confocais
Olympus Fluoview ou Nikon Ti C2 equipados com objetivas 10x. Resumidamente, 0s
camundongos foram anestesiados e seu figado exposto em um suporte de acrilico compativel com
0s microscopios. Antes da aquisicao de imagens, os camundongos foram injetados i.v. com 100pl
dos seguintes fluordforos: Sytox Green (1uM, Invitrogen), rodamina 6G (0.5mg/ml; Sigma-
Aldrich), PI (100uM, Sigma-Aldrich), anticorpo anti-GR1 conjugado a PE ou FITC (40ug/ml,
eBioscience), anti-F4/80 conjugado a PE (40ug/ml, eBioscience). Anti-elastase (Santa Cruz) foi
conjugado usando um kit de conjugacdo Alexa-555 (Molecular Probes) e usado na dose de
200pg/ml. Em alguns experimentos, DNA foi eliminado por uma injecéo i.v. de 1000 U de
DNASEL. As quantificacbes de DNA extracelular e necrose hepéatica foram feitas usando o
programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Contagens de neutréfilos e seus

parametros de movimentagéo (tracking) foram feitos usando o programa Volocity (PerkinElmer).

3.11 CAMUNDONGOS TRATADOS COM ANTIBIOTICOS

Camundongos foram tratados por quatro semanas com a seguinte mistura de antibiéticos:
ampicilina (2g/1), vancomicina (0.5g/l), neomicina (2g/l), metronidazol (1g/l), e ciprofloxacino
(0.2g/1). Os antibidticos foram administrados continuamente na agua disponibilizada aos animais.
As fezes dos camundongos foram plaqueadas em agar BHI e tioglicolato para avaliacdo da
reducdo da microbiota. Os experimentos com esses animais foram feitos ap6s 0 momento em que
a presenca de bactérias se tornou indetectavel nas culturas. Em outro conjunto de experimentos, o
sangue e homogenatos de figado de camundongos também foram coletados e plaqueados em agar

comum ou BHI para verificagdo de translocacdo bacteriana.

3.12PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE DE RNA 16S

O DNA total de soro e figado foi extraido usando o kit de purificacdo de DNA genémico
(Thermo Scientific). O PCR em tempo real foi feito em um 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) usando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os seguintes
pares de primers foram utilizados: 18S ribossomal murino RNA, 5-CGT TCC ACC AAC TAA
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GAA CG-3° (forward) e 5"-CTCAACACGGGAAACCTC AC-3" (reverse); 16S ribossomal
(conserved, Eubacteria). 5-ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT-3' (forward) e 5-ATT ACC
GCG GCT GCT GGC-3' (reverse).

3.13 EXTRACAO DE DNA DE FicADO DE CAMUNDONGO

Camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e seus figados foram
homogeneizados em 20ml de PBS usando o aparelho Omni TH (Omni International). Um volume
equivalente de uma mistura 1:1 fenol/cloroférmio foi adicionado ao tubo. A mistura foi agitada e
centrifugada a 7000 x g por 15 minutos. Em seguida, a fase aquosa foi removida e o tubo
recebeu mais 20ml de cloroférmio para uma nova rodada de agitacdo e centrifugacdo. A fase
aquosa resultante foi recuperada e adicionada a um volume equivalente de etanol, misturada, e
centrifugada para a obtengdo do pellet de DNA. O DNA foi ressuspendido em &gua destilada e
armazenado a 4°C até o momento de uso. A concentracdo da solucdo de DNA, assim como as
razdes proteina/DNA e solvente/DNA foram determinadas em um espectrofotébmetro Nanodrop
(Thermo Scientific). O DNA também foi avaliado em gel de agarose 1% (SERVA) para
confirmagéo de integridade.

3.14 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE DNASE DO SORO DE CAMUNDONGO

Amostras de soro de camundongos e humanos foram coletadas e rapidamente congeladas
para checagem da sua capacidade de clivar DNA. Resumidamente, 14ug de DNA de figado
foram incubados com 2.5ul de soro e tampédo Tris-EDTA até o volume total de 50ul, por 15
minutos a 37°C. Apds esse periodo, as amostras foram armazenadas em gelo, transferidas para
um gel de agarose 1% e corridas por 120 minutos a 100V (Thermo Scientific). O gel foi corado
com Gel Red (Uniscience), visualizado em iluminagdo UV e fotografado para avaliag&o.
Utilizamos o padrdo de peso molecular 1kb (Fermentas) e como controle positivo, 2U de
DNASEL1 comercial. Em um dos experimentos, fizemos a desnaturacgdo térmica dos soros por 30
minutos a 70°C. A utilizacdo de aliquotas de soro humano, saudavel ou FHA, foi consentida
formalmente pelos individuos e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP -
2012) e pela Fiocruz (CEP-FIOCRUZ 22/03).
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3.15 NEUTROFILOS DE MEDULA OSSEA

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e seus fémures e tibias
foram extraidos. Os musculos adjacentes foram retirados e as pontas dos 0ssos removidas para
que 2ml de meio de cultura RPMI (Cultilab) fossem injetados dentro da cavidade Ossea. A
suspensdo foi coletada, filtrada em uma membrana de 70um, centrifugada e ressuspendida em
RPMI. Hemacias remanescentes foram eliminadas pela adicdo de 12ml de agua destilada a
suspensdo celular, seguida de 4ml de 0.6M KCI. Em seguida, as células foram depositadas sobre
3ml de Ficoll-Paque (GE Healthcare) e centrifugadas. O pellet resultante foi ressuspendido em
RPMI e plaqueado em placas de 6 pocos a uma densidade de 1x10° neutréfilos por poco.
Neutrofilos foram incubados com DNA de figado de camundongo na concentracdo de 5 ou
50ug/ml por 4 horas, apés isso 0 RNA total foi extraido usando o reagente TRIzol.

Em um conjunto separado de experimentos, realizamos uma transferéncia adotiva de
neutréfilos purificados de medula através de uma injecdo i.v. de 4x10° neutréfilos por
camundongo, 6 horas apds o desafio com APAP (MCDONALD et al, 2010). Os camundongos

foram sacrificados 24 horas ap6s a intoxicacdo para coleta de soro e figado.
3.16 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

Amostras de 2pug de RNA total isoladas de neutrofilos e hepatdcitos foram submetidas a
transcricdo reversa usando M-MLV (Promega). Os cDNAs resultantes foram amplificados por
PCR em uma mistura Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix e um aparelho ABI PRISM
7900HT (Applied Biosystems). Curvas de melting foram usadas para verificar especificidade de
produtos. A expressdo génica relativa foi determinada pelo método de comparacdo do cycle
threshold (Ct), onde as amostras foram normalizadas a GAPDH e representadas como expressao
relativa ao grupo controle. Os primers murinos foram: IFN-B: forward 5'- CAT CAA CTA TAA
GCA GCT CCA -3', reverse 5’- TTC AAG TGG AGA GCA GTT GAG -3’; IJB-a: forward 5'-
CTG CAG GCC ACC AAC TAC AA -3', reverse 5’- CAG CAC CCA AAG TCA CCA AGT -3
ISG54 forward: 5'- ATG AAG ACG GTG CTG AAT ACT AGT GA -3', reverse 5’- AAC CCA
GAG TGT GGC TGA TG -3'; IFN-a4: forward 5’- CCT GTG TGA TGC AGG AAC C -3°,
reverse 5’- TCA CCT CCC AGG CAC TGA; CXCR2 forward: 5°- CCC AGA GTT TAG AAC
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CCC CTA TAT T -3’; GAPDH: forward 5°- CGA CTT CAA CAG CAA CTC CCA CTC -3’,
reverse 5°- CAC CCT GTT GCT GTAGCC GTATTC -3°.

3.17 CITOMETRIA DE FLUXO DE LEUCOCITOS HEPATICOS

Para a obtencdo de leucdcitos hepaticos, camundongos foram anestesiados e seus figados
perfundidos com 3ml de PBS através da veia porta. Apds isso, o figado foi removido, picado, e
digerido com colagenase tipo 8 (1mg/ml; Sigma-Aldrich) e DNASE (1ug/ml, Sigma-Aldrich) sob
agitacdo, a 37°C, por 20 minutos. A suspensdo foi filtrada a 70um (Becton-Dickinson), lavada
com PBS/BSA 2% e centrifugada por 30 minutos. O pellet de células foi lavado novamente e
centrifugado em Percoll 36% (Sigma-Aldrich). Em seguida, o sobrenadante foi descartado, as
células foram lavadas, e as hemacias lisadas usando solucdo de cloreto de aménio (ACK). A
viabilidade foi checada usando azul de trypan e a concentracdo de células ajustada a 1x10°
celulas/ml. Os anticorpos utilizados foram: anti-TLR9 conjugado a FITC (clone M9.D6), anti-
GR1 conjugado a PE (clone RB6.8C5), e anti-CD11b conjugado a PECy5 (clone M1/70). Todos
os anticorpos foram obtidos da eBioscience e aplicados por 30 minutos nas amostras. Nao houve
permeabilizacdo das células em nenhuma etapa deste procedimento. Em seguida, as células foram
fixadas com formaldeido 2% e lidas em um citébmetro FACS-Cantoll (Becton-Dickinson).
Utilizamos o programa FlowJo (Tree Star) para a analise dos resultados. Apos as medidas, as

células foram adicionadas a laminas histolégicas e visualizadas ao microscépio confocal.
3.18 ANALISE ESTATISTICA

A comparacéo entre dois grupos foi feita pelo teste T de Student. No caso de trés ou mais
grupos, o teste foi one-way ANOVA, com poés-teste de Tukey. No caso de os dados nédo
possuirem distribuicdo normal, o teste de Mann-Whitney (para dois grupos) ou Kruskal-Wallis
(para trés ou mais) seguido do pos-teste de Dunn foram aplicados. Todos os resultados foram
apresentados como a média * erro padrdo da média (epm), e sdo referentes a pelo menos dois
experimentos independentes, contendo no minimo 3 replicatas (in vtiro) ou 4 animais (in vivo).
O nivel de significancia foi definido como p<0.05. Os graficos e estatistica foram feitos com o

auxilio do programa GraphPad Prism 4.
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4 RESULTADOS

4.1 APAP CAUSA PERDA DE VIABILIDADE CELULAR E ACUMULO ABERRANTE DE DNA NO

CITOPLASMA DE HEPATOCITOS

Estudos mais detalhados sobre os processos de morte celular requerem experimentos com
tipos celulares especificos e condi¢des controladas. Desse modo, padronizamos um método de
purificacdo de hepatdcitos de camundongo e utilizamos essa preparacdo para avaliar os efeitos
citotoxicos e morfoldgicos da incubacdo com APAP. Na figura (FIG) 1A podemos observar que
APAP causa perda de viabilidade dos hepatdcitos primarios nas concentracdes de 20 e 40mM,
sendo que a perda se inicia a partir de 6 horas e atinge valores maximos 18 horas apds a
incubacdo. Buscando responder como seria 0 manejo e compartimentalizacdo do DNA em
hepatdcitos intoxicados, e lembrando que durante a lesdo por APAP ocorre instabilidade
gendmica e fragmentacdo de DNA (RAY et al, 1993; BAJT et al, 2006), incubamos hepatocitos
com APAP (20mM) e avaliamos a distribuicdo de DNA nas células pela coloracdo de Feulgen,
que evidencia este acido nucleico em roxo. Observamos que APAP induziu um acimulo
aberrante de DNA no citoplasma dos hepatdcitos, aparentemente contido dentro de vesiculas
(FIG. 1B). Este DNA aberrante foi encontrado tanto préximo ao ndcleo quanto na periferia
celular. Avaliacdo dos hepatdcitos incubados com APAP ao microscépio eletrénico de
transmissdo confirmou o extravasamento de DNA para vesiculas no citoplasma e demonstrou que
o0 contelido destas vesiculas é um material com morfologia similar & de cromatina, ou seja, DNA

associado a histonas (FIG. 1C).
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Figura 1 — A toxicidade por APAP causa acimulo de DNA no citoplasma de hepatocitos
(A) Reducéo da viabilidade celular de hepatdcitos primarios de camundongo por doses crescentes de APAP (20 e

40mM), avaliada pelo método de MTT. (B) Hepatdcitos primarios corados pela técnica de Feulgen, demonstrando
acumulo de DNA (roxo) citoplasmatico induzido por incubacdo com APAP por 4 horas. As vesiculas contendo DNA
encontram-se tanto na proximidade do nucleo (setas pretas) quanto na periferia celular (setas vermelhas). (C)
Microscopia eletronica de transmissdo de hepatdcitos comprovando o acdmulo de vesiculas no citoplasma. Em
grande aumento, observa-se um material similar a cromatina dentro destas vesiculas; (N) = ntcleo. Escalas em C:

2pm no controle, 0.5um em APAP e 0.1pm no inserto. * = p<0.05 em relacéo ao controle.
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4.2 DNA ABERRANTE EM HEPATOCITOS E PROPORCIONAL AO DANO INDUZIDO POR APAP E

EXTRAVASA PARA O MEIO EXTRACELULAR

Em vista deste fendbmeno de DNA aberrante em resposta a APAP, buscamos outros
métodos de visualizagdo para valida-lo e explora-lo. A incubagdo dos hepatdcitos com anticorpo
anti-lamina-A para evidenciar os envelopes nucleares e um corante fluorescente (fluoréforo)
estabelecido para DNA, o iodeto de propideo (PI), demostrou que o DNA citoplasmatico
aberrante pode ser observado e mensurado por técnicas convencionais de fluorescéncia (FIG.
2A). Confirmamos mais uma vez que o material acumulado é de fato DNA, pois € corado por PI,
e que o acumulo realmente ocorre no citoplasma, pois encontramos picos de sua fluorescéncia
vermelha fora da regido nuclear dos hepatocitos lesados, evidenciada em verde. Também
observamos que a toxicidade por APAP esta relacionada a diminuicdo do diametro celular em
cerca de 15um (FIG. 2A), o que corrobora as alteracbes morfofuncionais ja descritas na
literatura. De modo interessante, o numero de celulas contendo DNA aberrante é diretamente
proporcional a concentracdo de APAP no meio, ou seja, ao dano celular causado (FIG. 2B). Por
fim, este processo que inicia como uma lesdo toxica e progride para dano genémico e DNA
aberrante, acaba culminando no extravasamento de DNA para o meio extracelular, avaliado pela
maior concentracdo deste acido nucleico no meio de cultura dos hepatécitos 6 horas ap6s APAP
(FIG 2C).
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Figura 2 — Acimulo de DNA aberrante induzido por APAP é dose-dependente e culmina na liberacdo de DNA
para o meio extracelular

(A) Imunofluorescéncia de hepatdcitos corados com Pl e anti-lamina-A para evidenciar DNA e nucleos,
respectivamente. Os hepatocitos foram incubados por 4 horas com APAP a 20mM. Morfometria e DNA aberrante
(vermelho) foram quantificados em compartimentos celulares usando o programa ImageJ. (B) Contagem do nimero
de hepatdcitos (% do total) apresentando acimulo de DNA citoplasmatico em resposta a APAP (0-20mM; 4 horas).
(C) Liberacdo de DNA para o meio extracelular 6 horas ap6s incubagcdo com APAP, medida por fluorescéncia pelo
corante para DNA Sytox green no meio de cultura. Escala: 10um; * = p<0.05 em relacéo ao controle.
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4.3 PARTE DO DNA ABERRANTE ESTA CONTIDA EM VESICULAS QUE POSSUEM PROTEINAS

DO ENVELOPE NUCLEAR

Os hepatdcitos sdo células bastante ricas em DNA, seja ele originado de nucleos ou
mitocdndrias. Os resultados anteriores sugerem que ele poderia ser originado do nicleo, entdo
realizamos um experimento para verificar se 0 DNA estaria associado a proteinas nucleares.
Utilizando a mesma técnica de imunofluorescéncia com Pl e anticorpo anti-lamina-A, uma
proteina exclusiva do envelope nuclear, observamos que existem vesiculas de DNA associadas a
proteinas do nucleo. Elas foram vistas acumulando-se no citoplasma e até mesmo sendo liberadas
para fora da célula (FIG. 3). Entretanto, essa co-localizacdo acontece em apenas uma pequena

porcentagem das células que apresentam DNA aberrante (2%, dados ndo mostrados).
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Figura 3 — DNA aberrante pode ser encontrado em vesiculas contendo proteinas nucleares

Imunofluorescéncia de hepatécitos corados com Pl e anti-lamina-A para evdidenciar DNA e n(cleos,
respectivamente. Os hepatdcitos foram incubados por 4 horas com APAP a 20mM. O DNA (vermelho) pode ser
observado em alguns hepatdcitos circunscrito em vesiculas positivas para a proteina nuclear lamina-A (verde). As

vesiculas podem ser observadas em detalhe na reconstrucdo 3D. Escala: 10pum.



42

4.4 ALTERAGCOES MORFOLOGICAS DE HEPATOCITOS PRIMARIOS INCUBADOS coM APAP

NAO CONDIZEM COM APOPTOSE

Fendmenos de estresse ou morte celular estdo intimamente ligados a fragmentacdo de
DNA e sua eventual liberacdo para o meio extracelular, sendo um destes a apoptose (GREEN,
2011). Assim, com intencdo de definir se o acimulo aberrante de DNA poderia ser relacionado a
apoptose de hepatdcitos, incubamos as células com o indutor apoptotico staurosporina (STP).
Notamos pelas mesmas técnicas de Feulgen e imunofluorescéncia que o perfil morfologico e a
distribuicdo de DNA induzidos por STP divergem do que acontece durante a incubagdo com
APAP (FIG. 4A,B). Observamos também que STP ndo foi capaz de induzir DNA aberrante de
forma significativa em hepatocitos (FIG. 4C). Portanto, desconsideramos o fendmeno de DNA

aberrante como um evento relacionado a apoptose.
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Figura 4 — O indutor de apoptose staurosporina promove um perfil morfologico e de distribuicdo de DNA
distinto de APAP

(A) Hepatécitos primarios estimulados com staurosporina (STP, 10uM) por 6 horas, e corados pela técnica de
Feulgen para evidenciar DNA (roxo). Notar a condensacdo e fragmentacdo nuclear caracteristicas de apoptose, mas
distintas do DNA aberrante observado durante a incubacdo com APAP. (B) Imunofluorescéncia de hepatécitos
incubados com STP e corados com Pl e anti-lamina-A para evidenciar DNA e nicleos, respectivamente. (C)

Porcentagem de células apresentando DNA citoplasmatico foi quantificada. Escala: 10um; * = p<0.05 em relacdo ao
controle.
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45 APAP CAUSA LESAO HEPATICA DE MANEIRA DOSE- E TEMPO-DEPENDENTE EM

CAMUNDONGOS

Assim como em hepatdcitos purificados, a administracdo de uma sobredose de APAP em
camundongos causa lesdo hepética, que pode ser medida pelo aumento da atividade da
transaminase hepética alanina aminotransferase (ALT) no soro sanguineo dos animais. A
atividade de ALT aumentou proporcionalmente a dose de APAP, atingindo o pico em 600mg/kg
(FIG. 5A). Utilizando a mesma sobredose, verificamos que a lesdo hepatica induzida pelo
medicamento ja é significativa a partir de 6 horas ap6s a administracdo e chega ao pico na 24°
hora (FIG. 5B). Nestas condi¢cBes, o dano hepatico causado por APAP é grave, pois esta
associado a mortalidade de 25% dos animais, 0s quais sucumbem a toxicidade nas primeiras 24
horas de experimento, ou seja, no auge da lesdo (FIG. 5C). Ao avaliarmos o figado dos
camundongos por histologia, percebemos que o dano consiste principalmente de necrose tecidual
nas areas centrolobulares, um fendmeno caracteristico de lesdo de origem metabdlica ou toxica
(FIG. 5D) (JAMES et al, 2003a; AGARWAL et al, 2012).
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Figura 5 — A toxicidade por APAP envolve grave necrose hepatica e mortalidade

(A) Curva dose-resposta de APAP indicando nivel de lesdo hepatica pela atividade de ALT no soro. (B) Curva
tempo-resposta de lesdo hepatica (ALT) induzida por APAP (600mg/kg). (C) Taxa de mortalidade em resposta a
mesma dose de APAP, avaliada até o oitavo dia. (D) Histologia de figado, corada por H&E, de camundongos nao
tratados (Control) e tratados com APAP por 12 e 24 horas. Escala: 100um; * = p<0.05 em relacéo ao controle.
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4.6 ANALISE POR IMAGEM NAO-INVASIVA DE CAMUNDONGOS INTOXICADOS com APAP

INDICA GRANDE QUANTIDADE DE DNA EXPOSTO NA AREA DO FIGADO

Levando em conta nosso conhecimento prévio sobre o acimulo de DNA aberrante em
hepatocitos e a intensa morte necrotica no figado em resposta a APAP, poderiamos supor que ha
grande quantidade de DNA exposto neste 6rgdo. Desta maneira, utilizamos uma técnica néo-
invasiva de visualizacdo que consiste em aplicar um fluor6foro para DNA cuja fluorescéncia é
detectdvel mesmo através dos tecidos de um animal intacto (NucRed Dead 647). De modo
interessante, detectamos um grande sinal fluorescente vindo da regido hepatica em camundongos
que receberam APAP, em comparagdo com 0s respectivos controles saudaveis, e esse achado foi
confirmado pelo alto sinal fluorescente do 6rgéao isolado cirurgicamente. Isso indica que de fato

ocorre um processo no figado lesado que envolve a exposicao de grandes quantidades de DNA.
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Figura 6 — Imagem de fluorescéncia n&o-invasiva indicando grande quantidade de DNA livre no figado de
camundongos tratados com APAP

Camundongos SKH1, que ndo possuem pelos, receberam APAP (600mg/kg) por via oral e foram anestesiados para a
obtencdo de imagens 12 horas apdés a intoxicagdo. Cerca de 5 minutos antes de seu preparo no aparelho MS FX PRO
eles receberam por via endovenosa 100pl do fluoréforo para DNA NucRed Dead 647. Ap6s as aquisi¢des nao-
invasivas, os animais foram sacrificados para coleta de amostras e os figados submetidos a uma nova rodada de
imagens. Este experimento foi feito na Integrated Imaging Facility da Universidade de Notre Dame em colaboracéo
com o Prof. Matthew Leevy.
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4.7 INTOXICACAO POR APAP LEVA A DEPOSICAO DE DNA NO FIGADO

Nossos achados tanto in vitro quanto in vivo sugerem que o descontrole da
compartimentalizacdo do DNA e consequente exposicao ao meio extracelular podem ser etapas
importantes do processo de lesdo hepatica causado por APAP. Desse modo, buscamos avaliar
com maior detalhe se 0 DNA aberrante aconteceria in vivo, se ele envolve a liberagdo de DNA
para fora da célula e em qual escala temporal isso ocorreria. Para isso, utilizamos a técnica de
microscopia intravital confocal (IVM), que nos forneceu a resolucdo em escala celular com a
vantagem da manuten¢do do fluxo sanguineo e organizacdo estrutural do figado em um animal
Vivo.

Em linha com nossas observacdes anteriores, encontramos um grande acimulo de DNA
no figado, principalmente em zonas de necrose e na forma de depdsitos intravasculares (FIG.
7A). Tais depdsitos foram encontrados ja na 6* hora apds APAP, sendo posteriormente
acompanhados de crescentes zonas de necrose ricas em DNA na 12% e 24° horas (FIG. 7A-C). O
acumulo de DNA hepatico no auge da lesdo compreendia as zonas de necrose, grande parte dos
sinusdides, ao redor de hepatdcitos, e até mesmo sob a capsula fibrosa (de Glisson). Para
confirmar que o material dos depoésitos e das zonas de necrose realmente era DNA, aplicamos
uma injecéo i.v. de 1000U da enzima DNASE1, e como esperado, quase toda a fluorescéncia
presente na necrose e nos vasos sanguineos foi eliminada em poucos minutos, como podemos
observar em reconstrucdo 3D (FIG. 7D) e na sequéncia temporal (FIG. 7E). Também para fins
comprovatérios, repetimos o experimento usando outros fluor6foros para DNA (DAPI e PI;
dados ndo mostrados), mas ndo observamos alteracdo alguma na localizagdo, formato e

visualizagdo dos depdsitos de DNA, indicando que os dados ndo séo artefato do uso de Sytox.
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Figura 7 — A lesdo hepética causada por APAP é acompanhada de intensa deposi¢do de DNA no figado

(A) Curva tempo-resposta de deposicdo de DNA no figado em resposta a APAP, avaliada por microscopia intravital
confocal (IVM). Camundongos foram gavados com 600mg/kg de APAP e as imagens coletadas nos tempos
indicados; DNA estd em verde, corado por Sytox Green. (B) Quantificagdo da area com deposicdo de DNA
intravascular nos respectivos tempos ap0s intoxicagdo. (C) Porcentagem da area necrdtica do figado, evidenciada
pela fluorescéncia verde. (D) Reconstrugdo 3D de area do figado de um animal tratado com APAP, antes e depois da
injecdo de 1000U de DNASEL. Em verde vemos DNA e em vermelho hepatdcitos (Rodamina 6G). (E) Sequéncia de

imagens de um figado lesado por APAP apds injecdo de DNASEL. Escala em A: 100um, E: 300um; * = p<0.05 em
relagdo ao controle.
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4.8 DEPOSICAO DE DNA NO FIGADO E DIRETAMENTE PROPORCIONAL AO GRAU DE LESAO

A necrose hepatica por APAP € dose-dependente, como demonstramos na figura 5A.
Com isso, buscamos determinar se a deposicdo de DNA intravascular no figado também seria
proporcional & dose de APAP, ou seja, ao grau de lesdo hepatica. Observamos por IVM que o
DNA intravascular correlaciona diretamente com a lesdo no figado, sendo que ele é inexistente
em animais controle ou tratados com a dose de 150mg/kg, mas inicia-se em 300mg/kg e chega a
cobrir em média 25% da area hepatica quando os camundongos sdo tratados com a dose maxima
de 600mg/kg (FIG. 8).
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Figura 8 — Presenca de DNA intravascular é proporcional ao dano hepético
(A) Microscopia intravital confocal (IVM) de figado evidenciando DNA em verde. Camundongos foram tratados
com APAP nas doses de 150, 300 e 600mg/kg, por 24 horas. (B) Quantificacdo digital da &rea coberta por DNA

intravascular, usando o programa ImageJ. Escala: 300pum; * = p<0.05 em relagéo ao controle.
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4.9 ATIVIDADE DE DNASE DO SORO DE CAMUNDONGOS NAO E REDUZIDA DURANTE A

LESAO HEPATICA POR SOBREDOSE DE APAP

O figado secreta grande parte da DNASE1 presente no soro, uma enzima responsavel pela
constante clivagem de DNA livre no sangue e tecidos, permitindo sua subsequente reabsorcéo
pelo organismo (LUDWIG et al, 2009). Considerando isso, em casos de DILI grave e perda de
funcdo hepatica, é possivel que a atividade de DNASE sérica seja reduzida, sendo este o
mecanismo que permite que o DNA aberrante se acumule nos vasos e parénquima hepaticos.
Desse modo, estimamos a capacidade do soro de camundongos de clivar DNA. Como é possivel
observar na figura 9A, na 242 hora ap6s APAP 0s soros controle e de animais tratados com APAP
sdo igualmente eficazes em degradar DNA hepatico, seja ele de alto peso molecular (>10.000
pares de bases; bp) ou baixo peso molecular (~250 bp). Isto € reforgado pela presenca de arraste
nas bandas contendo soro, um indicio claro de que houve degradacdo do DNA depositado.
Percebemos que a atividade de DNASE sérica também se mantém estavel em um momento
prévio ao auge da lesdo (12h; FIG. 9B), e que a degradacdo de DNA € principalmente derivada de
atividade proteica/enzimética do soro, pois a desnaturacdo térmica blogqueou completamente a
clivagem das bandas no gel (FIG. 9C). Tambeém avaliamos a atividade de DNASE sérica de
pacientes com FHA (FIG. 9D), onde observamos que ndo ha reducdo da clivagem de DNA em
comparacdo com soro de individuos saudaveis, ou seja, resultados similares ao ensaio com soro
murino. Portanto, estes dados indicam que ndo ha reducdo da atividade de DNASE sérica durante

a DILI em camundongos e humanos.
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Figura 9 — Nao ha reducéo da atividade de DNASE sérica durante a lesdo hepéatica por APAP

(A) Amostras de soro (2.5ul) de camundongos controle ou intoxicados com APAP (600mg/kg) por 24 horas foram
incubadas com 14ug de DNA de figado e depois corridas em gel de agarose 1% para verificacdo da integridade das
bandas. O controle positivo foi realizado do mesmo modo, mas com adicdo de 2U de DNASEL. (B) Atividade de
DNASE sérica nos tempos 12 e 24 horas p6s APAP. (C) Desnaturagdo térmica inibe aclivagem de DNA pelo soro.
(D) Ensaio de atividade de DNASE sérica de pacientes com Faléncia Hepatica Aguda (FHA).
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4,10 NEUTROFILOS, MAS NAO MACROFAGOS, ESTAO PRESENTES EM ZONAS RICAS EM DNA

E PARTICIPAM DA LESAO HEPATICA CAUSADA POR APAP

O figado € um 6rgdo bastante rico em leucécitos, e como muitos outros, possui seu
proprio macrdfago tecidual, a célula de Kupffer (KC). Como as KCs sdo essenciais para a
fisiologia e imunologia hepética, decidimos avaliar o papel destas células no figado durante o
desafio com APAP. Em um figado saudavel, as KC estdo espalhadas por todos os sinusoides,
deste modo cobrindo quase toda a area vascular. Isso pode ser visto pela injecdo endovenosa de
particulas de latex fluorescentes (beads) no camundongo, as quais sdo instantaneamente
capturadas pelas KCs (FIG 10A). Em contrapartida, em animais tratados com APAP existem
grandes areas onde ndo ha captura de particulas, justamente as areas necroticas ricas em DNA
(FIG. 10A). Isto sugere que ndo ha KCs funcionais ou vivas nessas areas.

Nesta linha de raciocinio, observamos as zonas necréticas de camundongos intoxicados
com APAP que receberam anticorpos fluorescentes especificos para KCs (anti-F4/80) e para
neutrofilos (anti-GR1), um outro tipo de leucdcito sabidamente presente em DILI (LIU, Z. X. et
al, 2006; MARQUES et al, 2012). Notamos que realmente havia pouquissimas KCs nas zonas
ricas em DNA, mas por outro lado, 0 nimero de neutréfilos era alto nestas areas (FIG. 10B,C).
Isso nos levou a pensar que, devido ao seu posicionamento oposto, talvez o papel de KCs e
neutrofilos também divergisse durante a lesdo hepatica por APAP. Assim, realizamos um
experimento em que eliminamos as KCs ou neutréfilos dos animais previamente a intoxicacao,
através de injecdo endovenosa de clodronato encapsulado em lipossomos (MCDONALD et al,
2010) ou de anticorpo anti-GR1 (MARQUES et al, 2012), respectivamente. A eliminacdo de KCs
ndo surtiu efeito no dano hepatico, mas de modo interessante, a eliminagdo de neutrofilos causou
uma reducdo de aproximadamente 70% da lesdo hepética por APAP, indicada pela queda da
atividade sérica de ALT (FIG. 10D). Isto sugere que neutrdfilos recrutados, mas ndo KCs,

participam da patogénese da lesdo hepéatica medicamentosa.
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Figura 10 — Necrose hepatica aguda por APAP envolve neutrdéfilos, mas ndo envolve células de Kupffer

(A) IVM de figado de animais injetados com particulas fluorescentes (Beads) para evidenciar células de Kupffer
(KC). Camundongos foram tratados com 600mg/kg de APAP por via oral e avaliados ap6s 24 horas. As zonas
necrdticass/DNA estdo em verde e beads em azul. (B) IVM mostrando a auséncia de KCs, mas presenca de
neutrofilos dentro da necrose hepética induzida por APAP. (C) Quantificacdo da porcentagem de cada tipo celular
dentro das zonas de necrose. (D) Nivel de ALT de animais tratados com APAP nos quais previamente eliminamos
KCs (200ul clodronato em lipossomos) ou neutrofilos (200ug anti-GR1). Escala em A: 300um; B: 100um; * =

p<0.05 em relagdo ao controle; # = p<0.05 em relacdo ao grupo veiculo.
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4.11 NEUTROFILOS MIGRAM ESPECIFICAMENTE PARA O INTERIOR DAS ZONAS DE NECROSE

NO DECORRER DA LESAO HEPATICA

Neutrofilos sdo leucdcitos conhecidos por participarem de respostas inflamatdrias agudas,
mas seu posicionamento e movimentacao no tecido inflamado ainda sdo pouco explorados. Desse
modo, utilizando IVM, avaliamos a localizagdo dos neutréfilos durante o desenvolvimento da
lesdo no figado e medimos 0 modo e a dire¢do de sua migracdo dentro do 6rgdo. Primeiramente,
observamos em menor aumento os varios focos de necrose centrolobular (verde) causados pelo
medicamento (24h), os quais contém um grande nimero de neutrdfilos praticamente restritos em
seu interior (FIG. 11A). Em seguida, buscando saber como seria 0 recrutamento destas células
para o figado, realizamos IVM em diferentes tempos apds APAP e vimos que os neutrofilos
iniciam seu acumulo a partir da 6* hora, sendo que a partir da 12° e 24% horas o nimero de células
¢ ainda maior e elas ativamente se dirigem para os focos de necrose (FIG. 11B-D). Em relacdo ao
seu posicionamento, na 62 hora os neutrdfilos encontram-se dispersos pelo tecido, aderidos a
extensa rede de sinusdides. Este perfil é substituido por uma grande presenca de neutréfilos na
12% hora, espalhados quase que proporcionalmente pelos sinuséides e necroses do tecido
hepatico. Ja na 242 hora, a maioria dos neutrofilos se encaminhou para o interior das zonas
necraticas, deixando a vasculatura por onde chegaram (FIG. 11B-D).

Em seguida, ao estudarmos os parametros de movimentacdo dos neutrofilos, percebemos
inicialmente que a distancia total percorrida é significativamente maior 24 horas apdés APAP
(FIG. 11E). Esta maior distancia é acompanhada por movimentagdo mais rapida dos neutrofilos
(FIG. 11F) e por deslocamento significativamente maior a partir de seu ponto de origem no
tecido (FIG. 11G). Por fim, avaliamos o indice de vagueagdo (em inglés, meandering). Quanto
mais alto o indice, maior é o direcionamento do neutréfilo, e quanto mais baixo, mais errante é a
trajetdria da célula. Observamos que os neutrofilos tem elevacdo significativa do indice na 12°
hora, mas esse forte direcionamento é substituido por uma trajetdria errante na 24% hora (FIG.
11H). Curiosamente neste mesmo tempo, 0s neutrofilos exibiram um comportamento de
patrulhamento, se movimentando ativamente dentro da necrose, mas sem direcionamento

aparente e sem sair do foco necrotico.
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Figura 11 — Neutrdfilos sdo ativamente recrutados para o interior das zonas de necrose durante a lesdo
hepatica, onde desenvolvem um comportamento de patrulhamento

(A) IVM em pequeno aumento evidenciando zonas de necrose/DNA (verde) no figado contendo grande nimero de
neutrdfilos (vermelho) em seu interior. (B) Rastreamento digital da movimentacdo de neutrofilos (tragos pretos) no
figado lesado. (C) Contagem de neutrdfilos dentro e fora das areas de necrose nos respectivos tempos. (D) Nivel de
MPO no figado apds intoxicagdo. Quantificagdo dos parametros de movimentagdo dos neutrofilos no figado
necrosado: (E) distancia percorrida, (F) velocidade, (G) deslocamento, (H) indice de vagueacédo. Escala: 300um; * =

p<0.05 em relacdo ao controle; # = p<0.05 em relacdo ao grupo 6 horas APAP.
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4.12 RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS PARA O FIGADO NECROTICO E INDEPENDENTE DE

CD18 E ACIDO HIALURONICO, MAS DEPENDENTE DE CXCR2 E FPR1

A movimentacdo de leucdcitos por vasos sanguineos e tecidos é governada por moléculas
de adesdo e por moléculas quimiotdticas (LEY et al, 2007). Nos experimentos a seguir,
blogueamos tardiamente (6 e 18 horas apds APAP) a funcdo de moléculas conhecidamente
envolvidas no recrutamento de neutrofilos ao figado; elas foram: CD18, acido hialurénico,
CXCR2 e FPR1. CD18 e &cido hialurbnico sdo conhecidos por participarem da adesdo de
neutrdfilos a vasculatura em condicGes patologicas (MCDONALD et al, 2008), mas seu bloqueio
durante a les@o hepatica por APAP por tratamento com anticorpo anti-CD18 ou a degradacédo de
acido hialurdnico pela enzima hialuronidase (HNase) ndo causou alteragdes na quantidade total
de neutrdfilos no figado ou em seu posicionamento dentro das zonas (FIG. 12A,B). Os receptores
quimiotéticos associados ao recrutamento de neutréfilos durante a lesdo estéril, CXCR2 e FPR1,
apresentaram o resultado oposto apds seu blogueio com anticorpo anti-CXCR2 ou com
antagonista de FPR1. Em ambos os casos, houve reducdo significativa na migracéo de neutréfilos
para as zonas de necrose, o que diminuiu significativamente o nimero de neutrofilos totais (FIG.
12A,B). De maneira interessante, a inibicdo do acumulo de neutréfilos no figado pelo bloqueio de
CXCR2 ou FPR1 também levou a uma reducdo da area de necrose hepética (FIG. 12C), mas
apenas o bloqueio de FPR1 foi capaz de interferir na deposicdo de DNA intravascular durante a
lesdo (FIG. 12D). Desse modo, CD18 e &cido hialurbnico ndo parecem estar associados ao
recrutamento de neutréfilos, enquanto que CXCR2 e FPR1 parecem ser necessarios para este
processo durante a lesdo por APAP.
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Figura 12 — CXCR2 e FPRL1 sdo necessarios para a migracao de neutroéfilos e desenvolvimento de zonas de
necrose induzidos por APAP

(A) IVM de figado de animais intoxicados com APAP e pés-tratados com duas doses i.v. de anticorpo anti-CD18
(20ug/dose), anti-CXCR2 (30ug/dose) ou bloqueador de FPR1, Ciclosporina H (30ug/dose). Necrose/DNA estad em
verde e neutrofilos em vermelho. (B) Contagem de neutrofilos dentro e fora da necrose, incluindo grupo
hialuronidase (HNase, 200U/dose). (C) Porcentagem de area necrotica. (D) Area com deposicio de DNA

intravascular. Escala: 100pum; * = p<0.05 em relagdo ao controle; # = p<0.05 em relag&o ao grupo veiculo.
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4.13 TIOACETAMIDA, OUTRO COMPOSTO HEPATOTOXICO, TAMBEM E CAPAZ DE INDUZIR

DNA ABERRANTE EM HEPATOCITOS E ACUMULO DE DNA IN VIVO

Visto a extensdo dos fendmenos de DNA aberrante em hepatocitos e seu acumulo pelo
figado lesado, surgiu a questdo se isto seria uma consequéncia especifica da acdo do APAP sobre
as celulas. Para responder isso, repetimos nossos experimentos in vitro e in vivo, utilizando outro
agente hepatotoxico, a tioacetamida (TAA)(GOMIDES et al, 2014). Nés observamos que 0s
hepatocitos tratados com TAA apresentaram 0 mesmo acumulo de DNA aberrante em vesiculas
no citoplasma (FIG. 13A). Além disso, TAA foi capaz de causar lesdo hepatica com formagéo de
zonas de necrose e deposicdo de DNA intravascular de maneira muito similar a APAP (FIG.
13B-F). O recrutamento de neutrofilos ao figado lesado por TAA também seguiu 0 mesmo
padrdo de intensidade e direcionamento aos focos necréticos induzidos por APAP (FIG. 13G).
Estes dados indicam que o fendbmeno de DNA aberrante ndo é exclusivo da lesdo hepética por
APAP, mas sim caracteristico da abrangente classe das lesdes hepéaticas por medicamentos
(DILI).
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Figura 13 — Acamulo de DNA aberrante em hepatdcitos e camundongos néo é restrito a toxicidade por APAP

(A) Microscopia eletrénica de transmissao de hepatécitos tratados com TAA (70uM). Notar nicleos (N) ao redor de
vesicula (V) contendo cromatina. (B) ALT sérica em resposta a duas doses de TAA 300mg/kg. (C) Histologia (H&E)
demostrando necrose centrolobular. (D) Porcentagem de area necrotica quantificada por IVM. (E) Imagens
representativas do figado, evidenciando DNA e neutréfilos por IVM. (F) Porcentagem de area coberta com DNA
intravascular. (G) Contagem de neutréfilos dentro e fora do foco necrético. Escalas em A: 2um e 0.5 um; em B e C:

100um. * = p<0.05 em relacdo ao controle; # = p<0.05 em relacdo a neutrofilos fora da necrose.
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4.14 A NECROSE HEPATICA POR APAP OCORRE EM CONDICAO ESTERIL E NAO ESTA

ASSOCIADA A TRANSLOCAGAO BACTERIANA

A necrose hepatica induzida por medicamentos, como APAP, é geralmente considerada
como um evento independente de microrganismos, portanto, uma lesdo estéril. Mas dados
comprovando tal informacdo sdo muito escassos, 0 que nos prontificou a testar essa hipdtese.
Desse modo, coletamos o sangue e figado de camundongos tratados com APAP e testamos a
presenca de bactérias pelo plagueamento e contagem em meio de cultura, e por PCR quantitativo
para o gene de RNA 16S. Tanto as culturas em agar quanto o PCR foram negativos para presenca
bacteriana no soro e figado (FIG. 14A,B), indicando que ndo ha translocacdo bacteriana mesmo
nas condicdes extremas da intoxicacdo por APAP. Em seguida, realizamos um experimento em
gue submetemos camundongos selvagens a um tratamento crénico com antibioticos de amplo
espectro a fim de reduzir ao méaximo a sua microbiota. Ao desafiarmos estes animais com APAP,
observamos a mesma deposicdo de DNA e infiltrado de neutrdfilos em comparagdo com
camundongos ndo tratados com antibiéticos (FIG. 14C), confirmando que o acimulo de DNA e a

inflamacéo hepética ocorrem em condicao estéril.
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Figura 14 — A leséo hepética induzida por APAP ocorre em condigao estéril

(A) PCR quantitativo para o gene de RNA 16S bacteriano em extrato de figado e sangue de camundongos tratados
ou ndo com APAP (600mg/kg). (B) Culturas em agar de figado e sangue dos animais. (C) IVM de figado para
visualizacdo de DNA (verde) e neutrdfilos (vermelho) de camundongos tratados cronicamente com antibioticos e

desafiados com APAP. Escala: 100um.
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4.15 DEeposiCAO DE DNA INTRAVASCULAR NAO E DERIVADA DE NEUTROPHIL

EXTRACELLULAR TRAPS (NETS)

Existe um processo de extrusdo de DNA para o meio extracelular em neutrofilos chamado
de NET (“armadilha extracelular de neutrofilo”). Quando essas armadilhas ou redes de DNA séao
produzidas por neutrofilos, elas carregam proteinas especificas de seus granulos, como a enzima
elastase, possibilitando sua identificacdo (BRINKMANN et al, 2004). Considerando que ha uma
grande quantidade de DNA e neutréfilos no figado de animais tratados com APAP, nds supomos
que os depdsitos de DNA hepéaticos poderiam ser NETs. Assim sendo, utilizamos um
procedimento de visualizacdo estabelecido onde aplicamos por via endovenosa um anticorpo
anti-elastase fluorescente e checamos por IVM se havia dupla marcacdo nas fibras de DNA
(MCDONALD et al, 2012; JENNE et al, 2013). Nestas condic¢des, ndo encontramos nenhuma
marcacao positiva para elastase no tecido hepético (FIG. 15), indicando que NETSs provavelmente
ndo sdo a fonte principal de DNA depositado no figado durante a DILI por APAP.
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Figura 15 — Deposicdo de DNA no figado é negativa para elastase de neutrdéfilo
IVM de figado de camundongos controle (A) ou tratados com APAP (B) na dose de 600mg/kg por 24 horas. Os
animais foram injetados minutos antes com sytox green (50uM) e 20ug de anticorpo anti-elastase conjugado a alexa-

555. Escala: 100um.
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4.16 NEUTROFILOS APRESENTAM EXPRESSAO ELEVADA DO RECEPTOR TLR9 EM sua

SUPERFICIE DURANTE A LESAO HEPATICA

Acidos nucleicos s&o reconhecidos por uma grande gama de receptores, espalhados por
varios compartimentos celulares (ISHII et al, 2008; TAKEUCHI & AKIRA, 2010). Um destes é
o0 receptor tipo toll 9 (TLR9), capaz de reconhecer DNA de origem eucariotica, mitocondrial e
bacteriana. Com isso, procuramos investigar se neutrofilos, que migram e se concentram em
areas ricas em DNA, expressariam o receptor TLR9. Primeiramente, extraimos leucdécitos do
figado de camundongos tratados com APAP e confirmamos que ha um grande aumento na
proporcdo de neutréfilos (Ly6G" CD11b™, FIG. 16A) no tecido, em relagdo ao controle n&o
tratado. Ao observarmos estes neutrofilos ao microscopio, notamos que eles expressam o receptor
TLR9, entretanto, ele se encontra na membrana plasmatica (FIG. 16B). Isso é reforcado pelo fato
das células ndo terem sido permeabilizadas para este experimento. Em seguida, avaliando
novamente por citometria de fluxo e sem etapa de permeabilizacdo, notamos que os neutrofilos
recrutados para o figado aumentam significativamente sua expressdo de TLR9 durante a lesdo
hepatica induzida por APAP (FIG. 16C,D). Estes dados indicam que o receptor TLR9 expresso
na superficie de neutrofilos pode estar envolvido na ativacdo ou funcdo destas células nessas
condigdes.
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Figura 16 — Neutrdéfilos hepaticos expressam TLR9 em sua superficie durante a necrose por APAP

(A) Citometria de fluxo de leucdcitos extraidos de figado controle e tratado com APAP. Eventos plotados em fungéo
da expressdo de Ly6G e CD11b. (B) Marcacgdo fluorescente positiva para TLR9 na membrana de neutréfilos de
animal selvagem. (C) Histograma de fluorescéncia de TLR9 em neutrofilos de animais controle (azul) ou tratados
com APAP (verde). (D) Imagem evidenciando maior marcagdo fluorescente para TLR9 em leucdcitos de animais

intoxicados por APAP. Escala em B: 10um; em D: 100 um. * = p<0.05.
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4.17 NEUTROFILOS DETECTAM E RESPONDEM A DNA HEPATICO POR MEIO DO AUMENTO DA

EXPRESSAO DE GENES PRO-INFLAMATORIOS E REDUGCAO DE GRANULOSIDADE

A expressao de TLR9 por neutréfilos, especialmente na membrana plasmatica, abre um
precedente para que eles sejam ativados por DNA depositado nas superficies onde interagem.
Desse modo, purificamos neutréfilos de camundongo e os incubamos com DNA extraido de
figado. Surpreendentemente, neutrofilos foram capazes de detectar a presenca de DNA no meio e
responderam ativando NF-«kB (medido pelo aumento de IkB-a) e expressando CXCR2, dois
genes envolvidos na sobrevivéncia e ativacdo destas células (FIG. 17A). O receptor TLR9 parece
ser o candidato mais provavel para o reconhecimento de DNA, pois o uso de neutr6filos
deficientes neste receptor (TLR9™) aboliu a resposta completamente (FIG.17A). N&o observamos
mudanca na expressdo de outros genes envolvidos na resposta a DNA, como ISG54 e interferons
(IFN) tipo 1 (IFN-o e IFN-B), sugerindo que essa via de sinalizagdo talvez ndo seja importante
nestas condigdes (FIG. 17A).

Além de alteracbes na expressdo génica, buscamos outros indicios da ativacdo de
neutrofilos, como a desgranulacdo (YE et al, 2009). Desse modo, avaliamos por citometria de
fluxo (side-scatter) a granulosidade de neutréfilos extraidos do figado de animais tratados ou néo
com APAP (FIG. 16B). Observamos que neutrofilos hepaticos de animais intoxicados tem uma
reducdo da média de granulosidade celular. Em maior detalhe, percebe-se que a porcentagem de
neutréfilos com granulosidade média caiu, juntamente com o aumento da porcentagem de células
com granulosidade baixa, sugerindo que neutréfilos estdo liberando material de seus granulos
dentro do figado durante a DILI.
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Figura 17 — Deteccao de DNA hepatico por neutrdfilos é dependente de TLR9 e leva ao aumento de expressao
de genes proé-inflamatérios e reducdo da granulosidade

(A) Expresséo relativa medida por PCR quantitativo e normalizada a GAPDH de Ixb-a, CXCR2, ISG54, IFN-a e
IFN-B em neutréfilos selvagens e deficientes em TLR9 (TLR9™) estimulados com DNA de figado (5 ou 50ug/ml)
por 4 horas. (B) Avaliagdo de granulosidade por citometria de fluxo (side-scatter) de neutréfilos hepéticos. Foi
plotada a porcentagem de neutrofilos com alta, média e baixa granulosidade de seu citoplasma, de animais tratados
ou ndo com APAP (600mg/kg).
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4.18 ELIMINACAO DA DEPOSICAO DE DNA oOuU DA DETECCAO POR TLR9 REDUZEM
SIGNIFICATIVAMENTE A LESAO HEPATICA, O INFILTRADO DE NEUTROFILOS E A PRODUGAO

DE MEDIADORES INFLAMATORIOS EM RESPOSTA A APAP

Apo0s explorarmos a cinética da deposicdo de DNA durante a DILI e de sua deteccédo pelo
sistema imune, faltava determinar se esse fendmeno envolvendo DNA poderia ter alguma
relevancia bioldgica, especialmente na severidade da lesdo hepatica por APAP. Para isso,
realizamos experimentos com camundongos TLR9” ou pés-tratados de 6 em 6 horas com 1000U
de DNASEZ1, a fim de eliminar a deposi¢cdo de DNA no figado. Em ambos os casos, o nivel de
lesdo hepética, a porcentagem de zonas de necrose e a quantidade de DNA intravascular foram
significativamente reduzidos (FIG. 18A-C). Esta reducdo estava associada a diminuicdo da
recrutamento de neutréfilos para o interior das zonas de necrose (FIG. 18D-F). A utilizacdo de
um farmaco blogueador de TLR9 (E6446) também foi capaz de reduzir a lesdo hepatica e a
deposicdo de DNA em resposta a APAP, mesmo se administrado 6 horas apds a intoxicacédo
(FIG. 18G,H), corroborando nossos resultados com DNASEL.
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Figura 18 — Eliminacédo de depdsitos de DNA ou bloqueio da detecgéo via TLR9 reduzem significativamente a

lesdo hepatica e inflamacé&o induzida por APAP

(A) Valores de ALT de camundongos tratados com APAP (600mg/kg) por 24 horas em compara¢do com animais
deficientes em TLR9 (TLR9™) ou pés-tratados com DNASE1 (3 doses de 1000U), também intoxicados por APAP.

(B) Porcentagem de area necrética e de (C) deposicdo de DNA intravascular no figado, medida por IVM. (D, E)

Niveis de TNF-a. ¢ CXCL1 no soro. (F) Contagem de neutréfilos dentro e fora

das necroses hepaticas, por IVM. (G)

Valores de ALT e de (H) area com DNA intravascular hepatica de animais tratados com antagonista de TLR9

(E6446; 2.5mg/animal). * = p<0.05 em relagdo ao controle; # = p<0.05 em relagdo ao grupo veiculo.
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4.19 BLOQUEIO DO ACUMULO DE DNA OuU DE SEU RECONHECIMENTO POR TLR9 cAusaA

REDUCAO SIGNIFICATIVA DA NECROSE HEPATICA POR APAP

Coletamos amostras de figado dos camundongos para uma observacéo direta dos efeitos
protetores da auséncia de TLRY, e dos tratamentos com DNASE1 ou E6446. Cortes histologicos
do figado corados por H&E mostraram que o fenétipo protetor indicado pelos niveis reduzidos de
ALT, depositos de DNA hepatico e inflamacao realmente correlacionam com um menor nivel de

necrose e alteragdes morfologicas do figado em resposta a intoxicacdo por APAP (FIG. 19).
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Figura 19 — Cortes histoldgicos de figado corados por H&E, evidenciando os efeitos protetores do bloqueio da
deteccdo de DNA ou de sua eliminagdo durante a lesdo hepética por APAP

Histologia de figado (H&E) de camundongos intoxicados com APAP (600mg/kg, 24 horas). Utilizamos
camundongos deficientes em TLR9 (TLR9™) ou tratamos camundongos selvagens com DNASE1 (3000U/animal) ou
com o antagonista de TLR9 E6446 (2.5mg/animal). Escala: 200um.
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4.20 DNA E TLR9 NAO PARTICIPAM DA LESAO INDUZIDA POR APAP EM HEPATOCITOS

PRIMARIOS

A liberacdo de DNA tem sido descrita como prejudicial em diferentes condi¢des (CLARK
et al, 2007; KESSENBROCK et al, 2009; XU et al, 2009; FUCHS et al, 2010), assim, seria
possivel que o acumulo de DNA durante a lesdo hepéatica pudesse danificar diretamente os
hepatocitos. Desse modo, purificamos hepatocitos de camundongos selvagens (WT) e deficientes
em TLR9 (TLR9™) e os incubamos com APAP. Observamos que hepatdcitos TLR9”" apresentam
acumulo de DNA aberrante do mesmo modo que hepatdcitos WT (FIG. 20A), e que a perda de
viabilidade causada por APAP nao € reduzida pela auséncia de TLR9 ou pelo tratamento com
DNASE1 (FIG. 20B). Além disso, a incubacdo de hepatdcitos WT com DNA purificado de
figado ndo causou perda de viabilidade celular (FIG. 20C). Em seguida, avaliamos se hepatdcitos
alteravam a expressdo génica de modo similar a neutrdfilos (FIG. 17). O tratamento de
hepatocitos com APAP, que induz a liberagdo de DNA para o meio extracelular, ou com o &cido
nucleico sintético poli I:C, um agonista de TLR3 usado como controle positivo para inducdo de
IFN tipo I, ndo foi capaz de induzir aumento da expressao de nenhum dos genes avaliados (FIG.
20D). Em suma, nossos dados sugerem que hepatdcitos sdo insensiveis ao DNA aberrante, e que
0 eixo DNA-TLRO é irrelevante durante a toxicidade por APAP nestas células in vitro.
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Figura 20 — DNA e TLR9 néo participam do dano causado por APAP em hepatécitos primarios isolados

(A) Imunofluorescéncia de hepatdcitos corados com Pl e anti-lamina-A para evidenciar DNA e nucleos,
respectivamente. Os hepatdcitos selvagens (WT) ou deficientes em TLR9 (TLR9™) foram incubados por 4 horas
com APAP a 20mM. (B) Viabilidade por MTT de hepatocitos incubados com APAP, comparados a hepatécitos
TLR9™ ou tratados com DNASE1 (10U). (C) Viabilidade de hepatdcitos WT incubados com DNA de figado
(50pg/ml). (D) Expressdo relativa, medida por PCR quantitativo, de Ikb-o, CXCR2, ISG54, IFN-a ¢ IFN-B em
hepatécitos selvagens estimulados com Poli I:C (100ug/ml) ou APAP (20mM). Escala: 10um; * = p<0.05.
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4.21 CAMUNDONGOS DEFICIENTES EM TLR9 DESENVOLVEM A LESAO TOXICA INICIAL POR

APAP, MAS ELA NAO PROGRIDE DEVIDO A SUA RESPOSTA INFLAMATORIA REDUZIDA

Na area da toxicologia, € comum a avaliacdo metabdlica de animais geneticamente
modificados para garantir que a delecdo génica néo previna a toxicidade de substancias (NI et al,
2012; WILLIAMS et al, 2013). Um dos métodos para avaliar isso é a dosagem de glutationa
reduzida (GSH), que € rapidamente eliminada da célula em caso de intoxicacdo por APAP
(HINSON et al, 2010). Observamos que 2 horas ap0s a administracdo de APAP, camundongos
deficientes em TLR9 sofrem a mesma perda de GSH que camundongos WT, indicando que n&o
hé alteragdo metabélica que justifique o fen6tipo protegido do animal TLR9™ (FIG. 21A). Porém,
ao checarmos o grau de lesdo hepatica neste momento precoce (2h), percebemos que os valores
de ALT entre os grupos WT e TLR9” eram similares (FIG. 21B). No entanto, observamos que 0
nivel de lesdo hepatica de animais WT progride ao longo do tempo (24h), enquanto que a leséo
de camundongos TLR9”", que apresentam inflamacéo hepatica reduzida (FIG. 18,19), se mantem

essencialmente a mesma durante todo o periodo (FIG. 21B).
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Figura 21 — A auséncia de TLR9 bloqueia a progresséo da leséo hepatica por APAP

(A) Dosagem de glutationa reduzida no figado de camundongos tratados ou ndo com APAP (600mg/kg) por 2 horas.
(B) Nivel de ALT sérica de camundongos tratados por 2 ou 24 horas com APAP. WT indica camundongos selvagens
e TLR9” indica camundongos geneticamente deficientes para o receptor TLR9. * = p<0.05 em relacdo ao controle; #

= p<0.05 em relacdo ao grupo 24 horas WT.
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4,22 A EXPRESSAO DE TLR9 EM NEUTROFILOS E UMA PECA FUNDAMENTAL NA

PATOGENESE DA LESAO HEPATICA POR APAP

Para determinar melhor o papel de neutréfilos no desenvolvimento da lesdo hepatica por
APAP, administramos a sobredose do medicamento em camundongos WT e TLR9” e os
injetamos por via endovenosa com neutrdfilos selvagens purificados, 6 horas apdés APAP.
Observamos que a adi¢do de neutrofilos circulantes ndo causou lesdo hepatica em camundongos
WT controle. Entretanto, a adi¢do de neutréfilos a camundongos WT desafiados com APAP (WT
PMN > WT) agravou significativamente a lesdo hepética na 24° hora, e foi capaz de abolir
completamente o fen6tipo protegido de animais TLR9” (WT PMN > TLR9)(FIG. 22). Estes
dados sdo evidéncia de que neutrofilos expressando o receptor TLR9 funcional sdo fundamentais

para o0 agravamento da lesdo hepatica induzida por APAP.
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Figura 22 — A amplificacdo da lesdo hepatica apds intoxicagdo por APAP é causada por neutrdfilos
expressando TLR9 funcional

Experimento de transferéncia adotiva de neutréfilos (WT PMN; 4x10° células/animal) para camundongos controle
ou tratados com APAP (600mg/kg) por 24 horas. Utilizamos animais selvagens (WT) ou geneticamente deficientes
em TLR9 (TLR9™) como receptores. Os neutréfilos foram obtidos de camundongos selvagens saudaveis e aplicados
por via endovenosa 6 horas apos a intoxicagdo. A lesdo hepatica foi estimada pela atividade de ALT sérica; * =
p<0.05.
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5 DISCUSSAO

O excesso de APAP é um evento grave que leva a perda de organizacdo e processos
enzimaticos dos hepatocitos, culminando na sua morte necrotica. Neste trabalho descrevemos
uma nova etapa deste processo lesivo, cujas consequéncias amplificam a lesdo hepéatica muito
tempo apods o insulto toxico inicial, via ativagdo do sistema imune. Durante a DILI, o hepatdcito
perde controle de sua compartimentalizacdo e inicia um acumulo de DNA aberrante no
citoplasma, que acaba sendo liberado para 0 meio extracelular. In vivo, este processo ocasiona a
formagdo de depdsitos de DNA intravasculares e zonas de necrose, que sdo prontamente
reconhecidos pelo sistema imune e induzem recrutamento de neutr6filos e producdo de
mediadores pro-inflamatoérios. Neutréfilos sdo pecas-chave deste processo, pois se acumulam
especificamente em zonas necroticas ricas em DNA e sdo capazes de reconhecé-lo via receptor
TLR9 expresso em sua superficie. O acimulo de DNA e sua detec¢do por TLR9 sdo etapas
fundamentais da lesdo hepética por APAP, pois a eliminacdo dos depositos com DNASE1 ou o
bloqueio de TLR9 reduzem significativamente a lesdo hepatica e a inflamacéo tecidual.

O nosso estudo se iniciou com o0 uso de hepatécitos primarios, o padrdo-ouro para
pesquisa de DILI in vitro (VINKEN et al, 2013). Mesmo sendo células de vida curta, é 0 modelo
que mantém mais fielmente as capacidades metabolicas e funcionais encontradas in vivo. Usando
estas células, nds recriamos experimentos de toxicidade hepatocelular ja bem descritos na
literatura, como a incubacdo com APAP e TAA, onde observamos perda de viabilidade e
alterac6es morfologicas (FIG. 1,2). Entretanto, utilizando 3 técnicas de visualizacdo que diferem
completamente em principio (reacdo de Feulgen; contrastacdo para microscopia eletrénica;
imunofluorescéncia) nés descrevemos pela primeira vez o fenébmeno de DNA aberrante em
hepatdcitos (FIG. 1-3,8). O tempo de observacdo empregado nos experimentos foi determinante
para a visualizacdo de DNA aberrante, visto que qualquer processo de vesiculagdo, acimulo ou
secrecdo inexiste em células mortas ou terminalmente danificadas. Assim, avaliamos o0s
hepatdcitos sempre nos intervalos de 4 a 6 horas ap6s APAP, onde a perda de viabilidade é
pequena, para justamente observarmos fendmenos e alteragdes morfoldgicas que precedem a
morte das células.

A presenca de vesiculas positivas para DNA na periferia nuclear, contendo material

morfologicamente caracterizado como cromatina (associagdo com histonas), e em alguns casos



81

positiva para lamina-A (FIG. 1-3) sugere que o DNA aberrante se origina do nucleo, e ndo de
mitocdndrias. Por outro lado, a propor¢do de vesiculas positivas para lamina-A é bastante baixa,
indicando que o DNA estaria associado a vesiculas contendo outras proteinas durante seu
extravasamento, ou simplesmente sairia do nucleo sem a necessidade de fragmentacdo do
envelope nuclear. Outros experimentos poderiam ser feitos para determinar com clareza a origem
do DNA aberrante, como por exemplo, verificar por imunofluorescéncia se ha co-localizagéo
com histonas, tanto in vitro quanto in vivo, ou mesmo identificad-lo por meio de sequenciamento
para genes nucleares e mitocondriais. De qualquer maneira, 0 DNA aberrante poderia também se
originar de ambas as organelas, afinal o dano por APAP ¢é difuso no hepatécito (JAESCHKE &
BAJT, 2006). Mas vale lembrar que DNA nuclear e mitocondrial possuem tamanho,
modificacdes epigenéticas e imunogenicidade bastante distintas (WATANABE et al, 2007,
ZHANG, Q. et al, 2010; PALUDAN & BOWIE, 2013), e tais propriedades podem ser
individualmente responsaveis por diferentes componentes da lesdo hepatica, deposicdo de DNA,
e do processo inflamatdrio que observamos nos camundongos.

O envelope nuclear possui duas membranas e uma cisterna entre elas, criando
continuidade entre ele e o reticulo endoplasmatico (RE) distribuido por todo o hepatécito (SUSKI
et al, 2014). Uma possivel via para o surgimento do DNA aberrante seria justamente seu
vazamento para as cisternas do envelope nuclear e consequentemente para 0 RE, onde se
manteria circunscrito por membrana e com relativa aparéncia vesicular. Este acesso poderia
também ser o caminho pelo qual o DNA chega ao meio extracelular sem necessariamente haver a
morte da célula, pois 0 RE pode em certos casos formar continuidade com a membrana
plasmatica (ZHANG, S. L. et al, 2005; HELLE et al, 2013). Do mesmo modo, uma vez que 0
DNA esteja acumulado no RE ele poderia entrar na via secretdria do hepatdcito, sendo
encaminhado em vesiculas ao complexo de Golgi e posteriormente ao meio extracelular.

Notamos em experimentos in vitro e in vivo (FIG. 2,8) que a quantidade de DNA
aberrante correlaciona diretamente com a dose de APAP. Isso faz sentido visto que quanto maior
a dose do medicamento, maior a lesdo e maior a desestabilizacdo do hepatdcito. Apesar disso,
existe um limite minimo para a ocorréncia de DNA aberrante, sendo seguro dizer que este
fendmeno sé acontece em hepatdcitos e figados com alto grau de lesdo. Em situaces de pouca
lesdo hepatica, a maioria dos hepatdcitos conseguiria manejar 0 estresse da intoxicacao,

acarretando em pouca ou nenhuma liberacdo de DNA. Além disso, o figado e fonte de grande
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parte da DNASEL sérica (LUDWIG et al, 2009), dessa maneira, necessitariamos de um dano
hepético consideravel para que a secrecdo de DNASEL1 caisse e houvesse condi¢fes para que a
deposicdo de DNA acontecesse. Ao avaliarmos a atividade de DNASE do soro de camundongos
tratados com APAP, ndo observamos diferenca na capacidade de degradar DNA em comparagao
com soros controle (FIG. 9), indicando que a atividade de DNASE sérica ndo parece ser alterada
pela lesdo por APAP. Em conjunto, acreditamos que a deposi¢cdo de DNA no figado seja uma
consequéncia da liberacdo de grandes quantidades de DNA pelos hepatdcitos lesados, o que
supera a capacidade de sua eliminacdo por DNASE e fagocitose, permitindo seu acimulo no
figado. Corroborando essa linha de raciocinio, no tempo 48h apds APAP ja ndo ha mais nenhuma
deposicdo de DNA intravascular no figado (FIG. 7), sugerindo que este é um fenbmeno
reversivel e restrito a fase aguda da les@o hepatica.

A morte de hepatdcitos e o fendmeno de DNA aberrante ndo parecem ser relacionados a
apoptose, como demonstrado na figura 4. Tal afirmacdo é apoiada também por dados
previamente publicados (MCGILL & JAESCHKE, 2013) e pelo fato que a aplicagdo de jejum
nos animais é capaz de alterar o tipo de morte dos hepatocitos frente a um desafio toxico
(ANTOINE et al, 2010). Foi demonstrado que animais ndo jejuados possuem maiores niveis de
GSH e ATP no figado, o que permite que eles resistam melhor ao desafio, mas também tenham
condicBes energéticas para iniciar a morte por apoptose se necessario. Isto leva a uma menor
lesdo tecidual e pardmetros inflamatorios reduzidos (ANTOINE et al, 2010). Desse modo, como
nossos experimentos sdo feitos em camundongos jejuados, isto reforca a auséncia de apoptose em
nosso modelo e novamente relaciona o fendmeno de DNA aberrante como um descontrole celular
grave e associado a morte necrética de hepatocitos.

Apesar do que parece, o figado ndo é um érgdo homogéneo. Os préprios hepatdcitos sdo
funcionalmente diferentes ao longo do I6bulo hepatico, onde o repertério enzimatico varia de
acordo com os niveis de oxigénio e nutrientes no fluxo sinusoidal (JUNGERMANN &
KIETZMANN, 1996). Isto faz com que hepatdcitos proximos a veia centrolobular expressem
altos niveis das enzimas P450, tornando-os mais susceptiveis a hepatotoxinas como APAP. A
necrose centrolobular é inclusive um padrdo morfoldgico para o diagnostico de DILI, e, visto que
encontramos tanto em histologia quanto em microscopia intravital essas multiplas areas de
necrose (FIG. 5,7), isto valida nosso modelo. Em nossas maos, a lesdo por APAP é grave e

parece refletir o estado hepatico de pacientes sofrendo de DILI e que progridem para FHA. Isto é
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corroborado pelo padrdo de necrose, pela mortalidade dos camundongos e por niveis de ALT
superiores a 50 vezes os valores basais (FIG. 5)(BERNAL et al, 2010).

E importante notar que a deposicdo de DNA no figado correlacionou positivamente e
precedeu a lesdo hepatica por APAP (FIG. 6,7). Isto ja era claro na 62 hora, quando encontramos
deposicdo de DNA intravascular na fase inicial da lesdo. A medida que o dano hepético se
tornava mais significativo, a deposicdo de DNA intravascular foi acompanhada de multiplas
zonas de necrose, fazendo com que a média da area tecidual coberta por DNA chegasse a quase
metade da area total do figado (FIG. 7). A localizacdo dos depdsitos também merece atencdo,
pois a primeira vista eles parecem irradiar das zonas de necrose para dentro dos sinusoides.
Porém, relembrando o fluxo sanguineo no I6bulo hepético, o sangue faz 0 exato caminho oposto,
saindo da borda do l6bulo e indo em direcdo a zona centrolobular necrosada. 1sso sugere que o
DNA foi liberado por hepatdcitos ainda viaveis nas areas mediais e perilobulares, e arrastado pelo
fluxo formando as fibras intravasculares que observamos (FIG. 7,8). Isto nos relembra que este
fendmeno ndo é restrito as zonas de necrose centrolobulares, ocorrendo em quase todos os
compartimentos microscopicos do figado (dentro das veias centrolobulares e sinuséides, ao redor
dos hepatdcitos e no espaco de Disse, na capsula de Glisson). Desse modo, podemos ponderar
que a lesdo é generalizada, e apesar de menos sensiveis a hepatotoxinas, até hepatocitos
perilobulares sofrem com intoxicagao por APAP.

A comprovacao que os depositos de DNA podem ser visualizados com varios corantes de
DNA in vitro e in vivo (PI, NucRed, Sytox, DAPI; FIG. 2,3,6,7) e que o fendmeno é estimulado
por outros agentes causadores de DILI, como a tioacetamida (FIG. 13), reduz a possibilidade de
que estejamos vendo algum tipo de artefato ou algo que ndo seja DNA. Além disso, exploramos
preliminarmente a ocorréncia de DNA aberrante em outros modelos de doenga hepética, como na
endotoxemia induzida por LPS, no modelo de sepse por ligadura e pungédo cecal (CLP) e na
malaria por Plasmodium chabaudi. Em todos os casos encontramos deposi¢do de DNA hepética,
ainda que em quantidades inferiores em comparacdo a APAP ou TAA (dados ndo mostrados).
Visto que estes sdo modelos de leséo hepatica indireta e de baixo grau, isto sugere que o limitante
para a ocorréncia de DNA aberrante € a severidade do dano ao figado e ndo a natureza quimica
ou microbiolégica do agente lesivo (FIG. 2,8,13). Interessantemente, um fenémeno similar de
acimulo de DNA citoplasmatico foi descrito em tiredcitos em resposta a lesdo elétrica

(KAWASHIMA et al, 2011). Neste trabalho, os autores também demonstraram uma relacao
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direta entre o nivel de lesdo estéril e a quantidade de DNA citoplasmatico. Além disso, a presenca
de DNA no citoplasma induziu expressao significativa de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, e perda de funcdo dos tiredcitos. Desse modo, ha pretexto para a ocorréncia de
DNA aberrante e deposicdo em outros oOrgdos, além de sua possivel participacdo no
desenvolvimento de doencas nestes tecidos.

A ocorréncia de estresse celular e liberacdo de DAMPs em escala tdo grande como a
observada certamente desencadearia uma resposta imune intensa. Para iniciar nossos estudos
nessa area, visualizamos dois dos leucocitos mais abundantes durante a lesdo hepética, a KC e o
neutrofilo (FIG. 10). O fato de KCs estarem fora das zonas de necrose e sua eliminagdo ndo
alterar a lesdo por APAP indica que elas ndo participam diretamente na patogénese da DILI.
Além do mais, como KCs sdo consideradas células imoveis (DAVIES et al, 2013), é bastante
provavel que elas estejam mortas dentro dos focos necroticos. Outros trabalhos demonstraram
que KCs sdo necessarias para a regeneracao do figado através da producdo de TNFa e IL-6,
citocinas necessarias para iniciar proliferacdo de hepatécitos (HINSON et al, 2010).
Corroborando esta informacdo, a eliminacdo de KCs aumentou a gravidade de DILI em
momentos tardios (JU et al, 2002). Por outro lado, o papel de neutrofilos parece ser exatamente o
oposto, pois sdo prontamente recrutados para o figado lesado e sua eliminacgdo sabidamente reduz
a DILI por APAP (FIG. 10)(LIU, Z. X. et al, 2006), indicando a provavel participacdo na
patogénese da lesdo hepatica.

Nossas observacOes sobre o posicionamento e movimentacdo dos neutréfilos foram uma
peca essencial ao entendimento das consequéncias imunoldgicas do acimulo de DNA aberrante.
E interessante notar que a chegada de neutréfilos coincide perfeitamente com presenca de lesdo
hepética e depositos de DNA (FIG. 5-7), e que o nimero de neutrofilos no figado é composto
principalmente pelo seu aumento dentro das zonas necréticas (FIG. 10,11). Esse tropismo pela
zona necrdtica rica em DNA ¢ apoiado pela movimentacdo intensa que neutréfilos realizam para
estas zonas e posteriormente dentro delas. Eles patrulham rapidamente e continuamente as
necroses, mas sem qualquer direcionamento ou objetivo aparente (FIG. 11). Isto é dificilmente
explicado pela teoria da dessensibilizacdo dos receptores, pois os neutréfilos que chegaram ao
local com concentracdo maxima de agente quimiotatico (necrose) ndo cessaram sua migracdo
(GRIFFITH et al, 2014). Isso sugere que os neutréfilos estariam realizando algum tipo de funcéo

nestas areas. A teoria vigente € que eles fazem a remocéo de restos teciduais, entretanto, dados
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comprovando esta informagdo in vivo sdo muito escassos. A movimentacdo errdtica dos
neutrdfilos também poderia ser consequéncia de um estado excessivamente ativado em resposta
ao grande contetdo necrotico e citocinas pré-inflamatorias, abrindo possibilidade para que esse
seja 0 momento (12-24h) e o local onde o dano tecidual mediado por neutrofilos acontece e se
propaga.

Levando em conta que neutrofilos se movimentam dentro de uma malha vascular
complexa dentro do figado e migram especificamente para dentro das zonas necrdticas, € de se
esperar que mecanismos adesivos e quimiotaticos estejam envolvidos (LEY et al, 2007). A busca
por um mecanismo molecular para o recrutamento de neutréfilos é complicada, pois outra
particularidade do figado é que leucdcitos ndo realizam rolamento durante a migracdo em
capilares sinusoides, uma etapa necessaria para o recrutamento de leucécitos na maioria dos
tecidos (HICKEY & WESTHORPE, 2013; JENNE & KUBES, 2013). Isto é corroborado pelo
perfil normal de leucdcitos hepaticos em camundongos deficientes para as proteinas encarregadas
de promover o rolamento, as L- e P-selectinas (WONG et al, 1997).

Dessa maneira, avaliamos duas classes de moléculas que participam da adesdo de
neutrdfilos, as integrinas B2 e acido hialurdnico, mas elas parecem ndo participar do recrutamento
destas células durante a lesdo hepética por APAP (FIG. 12). A molécula CD18 ¢é a subunidade 8
que forma a classe de integrinas B2 funcionais (CD11a,b,c / CD18), responsaveis pela adesdo de
neutrofilos a maioria dos tecidos. Demonstramos que o bloqueio de CD18 ndo interferiu na
chegada de neutrofilos ao figado necrético ou na gravidade da lesdo, e considerando que
camundongos deficientes em CD18 também ndo apresentam alteracdo nestes dois parametros
(WILLIAMS et al, 2010), descartamos sua participacdo no modelo. O acido hialurénico é um
glicosaminoglicano muito abundante no endotélio sinusoidal e que ja foi associado ao
recrutamento de neutréfilos para o figado durante a sepse (MCDONALD et al, 2008), No
entanto, o tratamento com a enzima HNase, capaz de degrada-lo, ndo surtiu alteracdo no acumulo
de neutrdfilos no figado (FIG. 12). Assim, outros experimentos devem ser realizados para
seguramente excluir a participacdo de acido hialurénico na DILI, como o bloqueio de seu
respectivo receptor em neutréfilos, o CD44, ou a inducdo de lesdo por APAP em um animal
deficiente em CD44.

Considerando que selectinas, integrinas e acido hialurénico aparentemente nao participam

da adeséo de neutrofilos ao figado necrosado, é possivel que este processo esteja acontecendo por
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simples retengdo mecénica das células. Nem mesmo o DNA aberrante parece estar envolvido na
adesdo de neutrofilos, pois uma injecdo de DNASE1 endovenosa ndo foi capaz de remover 0s
neutrofilos ja aderidos no figado (dados ndo mostrados). Além disso, ocorre oncose (inchago) em
LSECs e hepatdcitos durante a DILI, o que diminui significativamente o didametro dos sinuséides
e reduz ainda mais a velocidade do fluxo em seu interior (ITO et al, 2003), permitindo a retencéo
dos leucdcitos no figado sem a necessidade de mecanismos moleculares.

Em contraste com 0s mecanismos adesivos, 0 blogueio dos receptores quimiotaticos
CXCR2 e FPR1, descritos como necessarios para o recrutamento de neutrofilos durante a lesao
hepética estéril (MCDONALD et al, 2010), inibiu significativamente o acimulo de neutréfilos
(FIG. 12). E interessante notar que o bloqueio de ambos receptores reduziu principalmente o
numero de neutrofilos no interior das zonas necroticas, e também causou a reducdo da area de
necrose total, portanto, do nivel de lesdo hepética dos animais. Isto reforca a contribuicdo direta
de neutrofilos para o agravamento da DILI por APAP e corrobora dados previamente publicados
(MARQUES et al, 2012). CXCR2 é um dos receptores quimiotaticos mais importantes em
neutrofilos, e seu blogqueio ja é alvo para o desenvolvimento de farmacos para varias doencas
(BERTINI et al, 2012). Além disso, uma consequéncia favoravel do blogueio de CXCR2 é a
provavel inibicdo do egresso de neutréfilos da medula 6ssea (GRIFFITH et al, 2014), fornecendo
uma eficacia dupla para evitar a chegada de neutrdfilos ao sitio alvo. Outra observacdo de
interesse € a reducdo dos depositos de DNA intravascular nos camundongos tratados com o
bloqueador de FPR1 (FIG. 12), um receptor conhecido por estimular a ativacao e liberacdo de
contetido téxico por neutrofilos (YE et al, 2009). Levando em conta que a quantidade de DNA
intravascular é proporcional ao dano hepatico, isto indica que FPR1 pode ser um receptor
envolvido no dano mediado por neutréfilos ao figado. No entanto, isso deve ser interpretado com
cautela, pois o receptor FPR1 também esta presente em outras populagdes celulares como KCs e
hepatocitos (YE et al, 2009), podendo ter um efeito protetor indireto nestas células.

Levando em conta a presenca abundante de neutréfilos e DNA simultaneamente no
figado, inicialmente especulamos que os depositos de DNA hepatico seriam NETSs. No entanto,
varios dados indicaram que esse ndo era o0 caso. Primeiramente, ndo encontramos nenhuma
marcacdo positiva para a proteina mais aceita na identificacdo de NETS, a elastase de neutrofilo,
tanto nos depdsitos de DNA quanto em outras areas do figado (FIG. 15). Além disso, NETs séo

descritas in vivo exclusivamente em condicdes infecciosas, como abcessos (YIPP et al, 2012),
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infeccdes virais (SAITOH et al, 2012) e sepse (MCDONALD et al, 2012), o que contrasta
diretamente com a nossa comprovacdo que DILI ocorre em condicdo estéril e na auséncia de
translocacdo bacteriana (FIG. 14). Por fim, uma reducdo de 50% do ndmero de neutréfilos
hepaticos pelo bloqueio de CXCR2 néo alterou a deposicdo de DNA intravascular (FIG. 12). Em
conjunto, estes dados sugerem que neutrofilos ndo séo a principal fonte do DNA acumulado no
figado. Apesar dos indicativos que depositos de DNA originam de hepatdcitos, outras populacdes
celulares hepaticas provavelmente também contribuem com o fenémeno. Por exemplo, células de
Ito e KCs mortas dentro das necroses podem somar a massa total de DNA nessas areas. Além
disso, LSECs sdo sensiveis a intoxicacdo por APAP e sua lesdo antecede a dos proprios
hepatocitos (DELEVE et al, 1997; ITO et al, 2003), colocando-as como uma provavel fonte dos
depdsitos de DNA intravasculares no desenvolvimento de DILI.

O envolvimento profundo de neutr6filos com 0 DNA depositado no figado necrético nos
levou a pensar que eles poderiam detectar este material. Com este raciocinio, descobrimos que
neutrdfilos infiltrados no figado ndo s6 possuem o receptor TLR9, como também se localiza na
membrana plasméatica e tem a expressdo aumentada durante a DILI (FIG. 16). O TLR9 ¢é
normalmente encontrado no compartimento endossomal (TAKEUCHI & AKIRA, 2010), mas sua
expressdo na membrana plasmatica de neutréfilos foi recentemente descrita (LINDAU et al,
2013). Estes pesquisadores também demonstraram que o TLR9 de superficie é funcional, pois a
ativacdo exclusiva do receptor neste local pelo agonista CpG (DNA enriquecido em citidina-
fosfato-guanosina) induziu uma producdo significativa de I1L-8. Nesta linha, o grupo de Gregory
Barton investigou as consequéncias da presenca de TLR9 em diferentes compartimentos
celulares. Eles observaram que o direcionamento artificial de TLR9 dos endossomos para a
membrana plasmatica faz com que o reconhecimento de DNA seja alterado, tornando o TLR9
insensivel a DNA viral (PAMP), mas muito sensivel a DNA genémico (BARTON et al, 2006).
Além disso, surpreendentemente, camundongos transplantados com  células-tronco
hematopoieticas expressando o receptor TLR9 na superficie desenvolvem espontaneamente uma
inflamacdo sistémica fatal, chegando a 100% de mortalidade em menos de 4 semanas
(MOUCHESS et al, 2011). Esses dados sugerem que a expressdo de TLR9 na membrana
plasmatica pode ser uma etapa determinante para o reconhecimento de DNA aberrante por
neutrofilos, e essencial para a inducgéo de inflamacgéo exacerbada, ativacéo celular e amplificacao

do dano hepatico durante DILI.
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Um ponto que merece ser destacado ¢ que DNA ndo é um agente quimiotatico para
neutréfilos (ZHANG, Q. et al, 2010). Na realidade, a estimulacdo de neutrofilos unicamente por
DNA ou CpG em meio de cultura dificilmente induz efeitos como a expressdo de marcadores de
ativacdo ou expressdo de ROS (NEUFERT et al, 2001; ZHANG, Q. et al, 2010). Mas de modo
interessante, a incubacdo com agonistas de TLR9 é capaz de induzir fendtipo ativado quando
neutrdfilos passam por priming (pré-estimulacdo) com LPS, GM-CSF, peptideos formilados,
TNFa, e outros agentes pré-inflamatorios, indicando que a célula precisa de um estimulo duplo
para iniciar suas funcdes efetoras (KRIEG, 2002). Corroborando esta teoria, neutrofilos
incubados com DNA mitocondrial ndo possuem fenétipo celular ativado, mas apresentam
fosforilagéo significativa de p38 MAPK (ZHANG, Q. et al, 2010), uma via de sinalizacdo
envolvida na migracéo de neutrofilos (L1U, X. et al, 2012) e na inducdo do processo inflamatorio
(ZARUBIN & HAN, 2005). Além disso, camundongos submetidos a sepse polimicrobiana por
CLP, mas pré-tratados com CpG tém mortalidade significativamente reduzida em relacdo a
animais ndo tratados, e isto estava relacionado a um maior infiltrado de neutréfilos no peritonio,
apresentando fenotipo ativado, e com maior eficiéncia em fagocitose e producdo de ROS
(WEIGHARDT et al, 2000). Isto sugere que apesar de DNA/CpG ndo causar um fendétipo de
recrutamento ou ativacdo em neutréfilos diretamente, a estimulacdo por DNA aumenta o nimero,
atividade e eficéacia de neutrofilos no tecido ja infeccionado ou lesado.

Seguindo essa ideia, a incubacdo de neutrofilos com DNA de figado in vitro foi capaz de
causar a ativacdo de NF-kB (medida pelo aumento da expressdo de seu inibidor IkB-a) e o
aumento de expressdo do receptor de quimiocinas CXCR2 (FIG. 17). NF-xkB é um fator de
transcricdo conhecido por iniciar a expressdo de uma série de mediadores e enzimas pro-
inflamatorias, incluindo IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, 6xido nitrico sintetase (iNOS), ciclooxigenase-
2 (COX-2), dentre outros. Além de promover o processo inflamatdrio, um efeito notavel de NF-
kB ¢ estimular a sobrevivéncia celular (LI & VERMA, 2002; PASPARAKIS, 2009). Desse
modo, o reconhecimento de DNA torna neutréfilos propensos a migrar e permanecer no tecido
por mais tempo, abrindo uma janela para o estimulo com substancias pré-inflamatorias presentes
no figado necrosado, e provavelmente desencadeando ativagdo celular e mecanismos efetores
capazes de danificar o tecido. Esta situacdo parece ser provavel, afinal neutrofilos extraidos do
figado lesado por APAP apresentam reducdo de granulosidade (FIG. 17), sugerindo que eles

possam estar liberando seu contetdo granular toxico no tecido.
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O mecanismo pelo qual neutréfilos lesam o figado durante a intoxicagdo por APAP ainda
é indeterminado. Relatos na literatura e nossos dados argumentam contra a participacdo de ROS
(JAMES et al, 2003b; COVER et al, 2006) e NETs (FIG. 15), restando o papel de conteddo
granular para ser comprovado. As moléculas presentes nos granulos sdo bastante variadas,
incluindo receptores, moléculas de adesdo, metaloproteinases, MPO, proteases diversas, lisozima
e peptideos antimicrobianos (BORREGAARD et al, 2007). A desgranulacdo de neutréfilos pode
ser estudada por citometria de fluxo, pelo aparecimento de marcadores especificos destes
granulos na membrana plasmatica de neutrofilos (SIMARD et al, 2010). De outra maneira,
podemos testar sua participagdo no desenvolvimento de DILI pelo uso de inibidores
farmacoldgicos do contetdo granular, como sivelestat, um inibidor de elastase (YOUNG et al,
2007), ou hidrazida de acido benzoico, um inibidor de MPO (MALLE et al, 2007). Ha também a
possibilidade de que outros leucécitos e moléculas promovam o dano tecidual direto, mas até
agora, o bloqueio da chegada ou funcdo de neutrdfilos tem sido o mais eficaz para reduzir a
gravidade de DILI (LIU, Z. X. et al, 2006; MARQUES et al, 2012).

A contribuicdo do acumulo de DNA aberrante a patogénese da lesdo hepatica
medicamentosa foi claramente comprovada ao utilizarmos animais TLR9”, ao bloguearmos
TLR9 ou eliminarmos os depdsitos de DNA. Nos trés casos isso levou a uma reducdo
significativa de todos os parametros de lesdo e inflamacgdo hepatica avaliados (FIG. 18,19). A
queda de ALT sérica, da area de necrose e da deposi¢cdo de DNA intravascular do figado séo
indicativos claros que o dano hepatico foi diminuido, e isto ocorreu juntamente com a inibicdo da
producdo de TNFa, CXCL1 e do infiltrado de neutréfilos. Um dos pontos mais importantes deste
trabalho é que os tratamentos com DNASEL1 e o bloqueador E6446 foram realizados a partir de 6
horas apds o desafio com APAP. A aplicacdo pratica disto € evitar qualquer interagdo metabdlica
entre os tratamentos e APAP, mas acima de tudo mostra que eles sdo eficazes mesmo se
aplicados tardiamente nos animais, caracterizando o perfil mais desejado para o tratamento de
pacientes com DILI e FHA na clinica. Este perfil de tratamento também demonstra que terapias
direcionadas diretamente a contencdo da inflamacdo e da ativacdo do sistema imune sdo eficazes
para tratar a DILI.

Como ja € sabido para NETs e sepse, o0 DNA pode ser danoso para o tecido
independentemente de sua capacidade pro-inflamatdria. Isso acontece diretamente pelos

distdrbios de fluxo sanguineo e coagulacdo causados por deposi¢cdo de DNA nos vasos (FUCHS
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et al, 2010; ENGELMANN & MASSBERG, 2013; MAYADAS et al, 2014) e pela atividade
toxica de histonas associadas a ele (XU et al, 2009; XU et al, 2011). Assim, parte do efeito
protetor do tratamento com DNASEL pode estar associado a eliminacdo da toxicidade direta do
DNA ao tecido e vasculatura hepatica. Ainda ndo foi possivel determinar se 0 DNA aberrante
esta associado a proteinas, mas se de fato estiver, isto ndo so pode alterar o nivel de toxicidade do
DNA, via histonas por exemplo, quanto aumentar a imunogenicidade do DNA (TIAN et al, 2007,
GOWDA et al, 2011). Portanto, saber a natureza e composicdo do DNA aberrante € primordial
ndo so para o melhor entendimento do processo danoso que ele gera, mas também por mostrar
alvos mais especificos para o desenvolvimento de tratamentos para DILI e FHA.

Apo6s explorarmos as relacGes entre o DNA aberrante e 0 sistema imune, tentamos
determinar como seria a interacdo entre o hepatocito e DNA, e se TLR9 estaria envolvido nisto.
Primeiramente, hepatécitos WT e TLR9” desenvolvem toxicidade e DNA aberrante de forma
idéntica (FIG. 20,21), mostrando que ndo h& alteracdo metabdlica intrinseca nas células que
justifique seu fendtipo protegido. Além disso, o fato do tratamento com DNASE1 ndo reduzir a
toxicidade por APAP em hepatdcitos primarios, e que DNA purificado ndo é diretamente tdxico
in vitro, indica que hepatdcitos parecem ser insensiveis a DNA. Isto é apoiado pela expressao
génica inalterada em hepatdcitos frente diferentes estimulos (FIG. 20), indicando que o efeito
prejudicial de DNA na DILI parece partir de outras populacdes celulares, como por exemplo,
neutrofilos. Isto faz sentido considerando que a expressdo de TLR9 no figado estd praticamente
restrita a LSECs e leucocitos (MARTIN-ARMAS et al, 2006; IMAEDA et al, 2009). Como um
todo, estes dados indicam que os efeitos benéficos do bloqueio de DNA-TLR9 ndo envolvem
hepatécitos, mas sim a ativacdo imunoldgica exacerbada causada em outras células, como
leucocitos.

Uma observacdo interessante é que ndo encontramos ativacdo da via de interferon tipo |
em neutréfilos nem hepatdcitos, a qual é tida como a resposta mais convencional contra acidos
nucleicos (PALUDAN & BOWIE, 2013). IFN-a e IFN-B sdo membros da classe dos interferons
tipo I, que induzem a expressao de genes estimulados por IFN (ISGs) em celulas alvo, iniciando
respostas antivirais de cunho inato e adaptativo essenciais para o controle de infecgdes. Esta via
de sinalizacdo pode ser ativada por varios ligantes, incluindo DNA e RNA, pela ligacdo & PRRs
localizados em diferentes compartimentos celulares (TAKEUCHI & AKIRA, 2010). Nossos

dados indicam que neutrofilos ndo produzem e nem séo estimulados por IFN tipo | na presenca
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de DNA hepético, o que é corroborado pela auséncia de expressdo de ISG54 (FIG. 17). Eles
sinalizam principalmente via NF-kB apos estimulo com DNA, o que pode ser devido a
localizagdo incomum do receptor TLR9 na membrana plasmatica, ou a simples auséncia da
maquinaria molecular necessaria para essa via. Similarmente, hepatdcitos parecem ser incapazes
de produzir esses mediadores, pois nem um agonista de TLR3 indutor de IFN tipo I, o poli I:C,
gerou resposta positiva por estas células (FIG. 20). Existe suporte na literatura sobre essa
incapacidade de hepatocitos em produzir IFNs, evidenciada pelo estudo de hepatites por infeccéo
com os virus HAV (LANFORD et al, 2011), HBV (LAN et al, 2013) e HCV (PARK et al, 2012).
Em todos estes casos, independente do genoma viral ser RNA ou DNA, a producdo de IFN tipo |
foi baixa ou indetectavel. Entretanto, este paradigma foi recentemente quebrado, pois foi
demonstrado que na infeccdo por malédria hd producdo de IFNs por hepatécitos via
reconhecimento de RNA do parasito (LIEHL et al, 2014). Assim, se dadas as condi¢fes corretas,
a producao de IFN pelo figado é possivel. Em conjunto, podemos concluir que a sinaliza¢do por
IFN tipo | durante a lesdo hepética por APAP ndo é significativa e ndo parece estar envolvida no
desenvolvimento da resposta imune prejudicial ao 6rgéo.

Dada a variedade de receptores para DNA, cuja maioria se localiza no citoplasma, é
possivel que a sinalizacdo por TLR9 ndo seja totalmente responsavel pelo processo inflamatorio
em resposta a DNA aberrante. Se 0 DNA estiver restrito a compartimentos como o envelope
nuclear, RE, Golgi ou endossomos é menos provavel que outros receptores estejam envolvidos,
afinal TLR9 € o Unico capaz de detectar DNA de origem extracelular/endossomal. No entanto,
caso 0 DNA aberrante esteja de algum modo livre no citoplasma do hepatdcito, sensores como
AIM2, DAI, DNA-PK, cGAS, IFI16 e varios outros poderdo detectar DNA e iniciar a montagem
do inflamassoma, no caso de AIM2, ou recrutar a proteina adaptadora STING, o pivd da
sinalizacdo em resposta a DNA citosolico, que leva a ativagdo de NF-xB, STAT6 e IFN tipo I
(PALUDAN & BOWIE, 2013; BARBER, 2014).

Apesar de independente de TLRs, o papel de STING em doencas inflamatdrias e
autoimunes € bastante intrigante. Por exemplo, camundongos e humanos deficientes em
DNASE1 e DNASE3 desenvolvem llpus sistémico eritematoso e a sindrome de Aicardi—
Goutieres, duas doencas autoimunes graves (NAPIREI et al, 2000; YASUTOMO et al, 2001;
CROW et al, 2006). Similarmente, a deficiéncia em DNASE2, localizada em lisossomos e

envolvida na degradacdo de material fagocitado, € fatal para o embrido, que morre por producéo
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excessiva de IFN tipo | (YOSHIDA et al, 2005). O cruzamento entre camundongos DNASE2” e
deficientes na sinalizacdo de IFN tipo | foi capaz de abolir a letalidade embrionéria, mas a prole
desenvolveu artrite cronica, devido a producdo excessiva de TNFo (YOSHIDA et al, 2005). A
unica maneira eficaz de eliminar as doencas inflamatdrias causadas pelo acimulo de DNA em
animais DNASE2” foi pela delecio de STING, ressaltando a importancia dessa molécula
adaptadora na sinalizagdo do reconhecimento de DNA aberrante (AHN et al, 2012). Dessa
maneira, ndo ha davida que o DNA causa uma resposta muito prejudicial sempre quando
acumulado fora dos compartimentos normais, e a possibilidade que ele se encontre no citoplasma
nos mostra que a participacdo de outros sensores de DNA e seu adaptador central STING ainda
necessita ser explorada durante a DILI.

A avaliacdo prévia que hepatdcitos WT e TLRO” sdo igualmente susceptiveis a
toxicidade por APAP foi importante para mostrar que os efeitos benéficos que observamos foram
realmente relacionados a auséncia do receptor e sua capacidade imunoldgica, no entanto, o
mesmo deve ser demonstrado em animal desafiado com APAP. Para isso, quantificamos o nivel
de GSH hepatico logo apds a administracdo de APAP (2h)(HINSON et al, 2010). Como
esperado, os animais perdem a GSH hepatica de modo igual, indicando que ndo ha protecdo
metabdlica pela deficiéncia em TLR9 (FIG. 21). Porém, um dado interessante veio a tona, pois a
lesdo hepéatica em um tempo precoce (2h) € significativa e idéntica nas duas linhagens de
camundongo, mas ela ndo aumenta mais nos animais TLR9”. Isto apoia a ideia que o
agravamento da lesdo hepatica ocorre apds o insulto toxico inicial, provavelmente mediado pela
ativacdo do sistema imune frente & morte de hepatécitos.

Em conjunto, nossos dados apontam para um papel lesivo de neutréfilos no figado
intoxicado por APAP, principalmente pela liberacdo e deposicdo de DNA hepatico, que é
reconhecido pelos neutrofilos e os ativa antes e durante seu encontro com o figado danificado.
Dessa maneira, para comprovar a importancia de neutréfilos e seu reconhecimento de DNA via
TLR9 no agravamento da DILI, nds purificamos e injetamos neutrofilos selvagens (WT) em
camundongos desafiados com APAP (FIG. 22). Primeiramente, observa-se que a adicdo de
neutréfilos WT a camundongos WT intoxicados ja foi capaz de aumentar a lesdo hepatica por
APAP, indicando que o acréscimo apenas de neutréfilos ja consegue aumentar a lesdo tecidual.
Mas, surpreendentemente, a adicdo de neutréfilos WT a camundongos TLR9” foi capaz de

reverter completamente o perfil protegido da lesdo hepatica destes animais (FIG. 22). Isto
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demonstra que a expressdo exclusiva de TLR9 em neutrofilos ja é suficiente para abolir todo o
fenétipo protegido do camundongo TLR9™. Estes dados sugerem que o neutréfilo e sua ativagdo
via TLR9 sdo o principal componente imunoldgico agravante da DILI.

Ainda ndo foi possivel determinar se o acumulo e liberacdo de DNA aberrante é um
processo ativo ou passivo da célula, portanto, também € uma questdo em aberto se esse seria um
fendmeno proposital, fisioldgico do hepatocito. Considerando que a presenca de DNA aberrante é
prejudicial para o figado durante a DILI, a primeira vista seria contraditério que o figado
promovesse um fenbmeno que causasse um intenso e danoso processo inflamatorio. A nogdo que
inflamacdo excessiva € prejudicial para tecidos é bem estabelecida, mas este processo foi
selecionado e mantido ao longo da evolucdo em mamiferos por ser necessario ao
restabelecimento da funcéo tecidual (MEDZHITOV, 2008; CHOVATIYA & MEDZHITOV,
2014). Por esse ponto de vista, a inflamacdo hepética é prejudicial em curto prazo, mas sua
ocorréncia deve ser necessaria para a remocao de debris celulares e restos do arcabouco tecidual,
permitindo que o tecido possa ser regenerado e recuperar a condi¢do homeostatica. Nesta linha,
uma consequéncia nociva da reducdo da inflamacao hepatica pelo tratamento com DNASE1 ou
bloqueio de TLR9 seria 0 prejuizo ou atraso da recuperacdo do figado em longo prazo.

Caso este fendbmeno seja proposital, além de promover a regeneragdo hepatica, a rede de
DNA aberrante poderia ser usada para suprir uma das fun¢des mais importantes do figado: o
filtro para microrganismos que atingem a circulacdo (JENNE & KUBES, 2013). Ja é sabido que
NETs capturam microrganismos em tecidos e dentro de capilares (MCDONALD et al, 2012;
JENNE et al, 2013), portanto, estruturas de DNA similares como os depositos de DNA
intravasculares poderiam realizar a mesma funcéo. Neste caso, histonas, um dos componentes
microbicidas mais abundantes em NETSs, poderiam cumprir o0 mesmo papel nas redes de DNA
intravascular no figado.

Hepatdcitos sdo conhecidos como células poliploides ha bastante tempo, mas a funcdo do
acumulo de até 16 copias do genoma distribuidas por seus dois nucleos é desconhecida
(DUNCAN, 2013). Essa situacao € ainda mais obscura se considerarmos que além de poliploides,
boa parte dos hepat6citos também é aneuploide, ou seja, possui um ndmero de cromossomos
anormal, que foge ao nimero original de pares para a espécie. Alguns trabalhos sugerem que isso
fornece adaptabilidade ao figado em condi¢cbes de infeccdo ou lesdo (DUNCAN et al, 2010),

onde células com genomas diferenciados poderiam sobreviver a infec¢des virais ou toxicidade,
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recompondo o figado. Levando em conta nossos dados, podemos estar no caminho para
determinar novas fungdes para o “excesso” de DNA hepatico, além de ser um modo do tecido de
sinalizar les@o e inflamacéo. O processo de DNA aberrante nao parece ser restrito ao figado, mas
considerando a composicdo do hepatdcito, seria de se esperar que o fenémeno ocorresse em
tecidos com alto conteido de DNA.

Neste trabalho descrevemos um novo fenémeno da lesdo hepética medicamentosa, onde
hepatocitos lesados desenvolvem acimulo de DNA aberrante e o liberam, causando sua
deposicdo no tecido hepatico. O depdsito de DNA precede a lesdo hepatica e a alimenta através
da ativacdo exacerbada de neutrofilos, que reconhecem o DNA hepético por meio do receptor
TLR9 expresso na membrana e promovem o agravamento da lesdo por APAP. A eliminagéo dos
depdsitos ou de sua sinalizacdo por TLR9 reduziu significativamente a lesdo hepatica mesmo em
tempos tardios, representando uma alternativa terapéutica promissora para DILI e FHA. Por fim,
muitas questdes abordadas por este trabalho ainda permanecem sem resposta, das quais podemos
dar destaque a origem do DNA aberrante em hepat6citos, além de sua trajetdria dentro da célula e
se sua liberacdo seria um fendbmeno proposital. Abordando a parte imunoldgica, 0 mecanismo
efetor de neutréfilos que danifica o tecido hepatico ainda ndo foi determinado. Além disso, a
participacao de outros leucécitos hepaticos nesse processo deve ser avaliada. Em relacdo ao DNA
aberrante depositado no figado, as consequéncias em outras fases da lesdo hepética, assim como
em doencas de outras etiologias deve ser explorada. Concluindo, esperamos que este trabalho

contribua para um melhor entendimento da biologia hepética durante a salde e a doenca.
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6 CONCLUSOES

Podemos concluir com este trabalho que:

1. O DNA aberrante em hepatdcitos e a deposicdo de DNA in vivo consistem em um novo

fendmeno da patogénese da lesdo hepatica por medicamentos (DILI)

2. Neutrofilos contribuem para o dano tecidual por responderem, dentre outras moléculas,
aos depositos de DNA no figado via receptor TLR9 em sua superficie.

3. O controle da deposicdo ou reconhecimento de DNA pelo sistema imune é uma
alternativa terapéutica promissora para a lesdo hepatica por medicamentos e faléncia
hepética aguda
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8 ANEXO | - PUBLICACAO RELATIVA A TESE DE DOUTORADO

O conjunto de dados gerado nesta tese foi publicado pelo nosso grupo pesquisa no
periodico Hepatology (Impact Factor: 11.19; Online ISSN: 1527-3350), uma das revistas mais
bem conceituadas na area. O artigo é intitulado Hepatic DNA deposition drives drug-induced
liver injury and inflammation in mice, e possui 0 DOI: 10.1002/hep.27216. A versdo impressa do

artigo encontra-se nas paginas a seguir.
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