Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Morfologia

Tese de Doutorado

Producao de Interferon do tipo | por células nao-
parenquimais hepéaticas aumenta a necrose
induzida por Paracetamol.



Alan Moreira de Araujo

Tese de Doutorado

Producao de Interferon do tipo | por células nao-
parenquimais hepaticas aumenta a necrose
induzida por Paracetamol.

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais

Fevereiro de 2018



Alan Moreira de Araujo

Producéo de Interferon do tipo | por células néo-
parenquimais hepaticas aumenta a necrose
iInduzida por Paracetamol.

Tese apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Biologia Celular
do departamento de Morfologia, do
Instituto e Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias.

Area de concentracdo: Biologia

Celular

Orientador: Dr. Gustavo Batista de
Menezes

Co-Orientador: André Gustavo de
Oliveira

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais

Fevereiro de 2018



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Gustavo, por ter me acolhido no seu grupo, por
ter me ensinado a ser um profissional melhor, ndo s6 com palavras, mas com
exemplos. Por ter me ensinado a reconhecer o meu valor e por ter me

ensinado o que é fazer ciéncia de verdade.

Agradeco ao meu co-orientador, André, por ter aceitado participar dessa
jornada comigo, por todos os conselhos e por ter me mostrado que € possivel

atingir meus objetivos se tiver persisténcia e determinacao .

Agradeco a todos(as) amigos(as) do CGB, por me acolherem, por toda a ajuda
que nunca negaram e por transformarem o nosso laboratério no melhor lugar

do mundo para trabalhar.

Agradeco a Deus por todas as béncdos na minha vida e por todas as

oportunidades de crescimento.

Agradeco a minha esposa Nicolli por todo amor e por acreditar em mim

sempre. Sem ela eu certamente ndo teria chegado até aqui.

Agradeco a minha familia por todo o apoio e incentivo, especialmente minha
mae, meu pai, minha irma e minha avé. Por todo o esforco para me ajudar

chegar até aqui e por continuar me dando todo o auxilio nessa caminhada.

E por fim, agradeco por todos os que mandam boas energias para mim e

torcem pela minha felicidade.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ..o eeeeeevee e es e sssses s saees 7
1. INTRODUGAO GERAL E JUSTIFICATIVA w..ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeees s 10
1.1, O FIGADO .ot 10
1.2. LESAO HEPATICA AGUDA CAUSADA POR MEDICAMENTO..................... 13
1.3. SENSORES DE DNA CITOPLASMATICOS.......ccooosimineiereeeeeeresseees s 16
LA, STING ...ttt 18
1.5, AIM2 oot 21
1.6, TLRO ..ottt et 24
1.7.  DNA SENSING NO FIGADO ......co.oveeeeeeeeeeeieeiereeeeeeesseeseeesessessess s sessass s 25
2. OBJIETIVOS ...ttt sass s sann s 27
2.1. ODJELIVO GEIAI ...t 27
2.2 Objetivos ESPECITICOS ..o e s 27
3. MATERIAIS E METODOS ..ot ieeeeeeee e sessesses s sass s sessessase s sassass s sasnans 29
3.1.  ANIMAIS EXPERIMENTAIS ..ottt 29
3.2. MODELO DE LESAO HEPATICA .....oooireeeeeeeeeeeeeeseeeeees e, 29
3.3, DOSAGEM DE ALT ..ottt 30
3.4, HISTOLOGIA ...t s s s 30
3.5.  MICROSCOPIA INTRAVITAL w..oooiieeeieeeeeeeeeeeseeeeeeeesseeseeseessessessaes s, 30
3.6. ISOLAMENTO DE HEPATOCITOS PRIMARIOS.........coccovvmreeeerereeeereerenenn, 31
3.7. ISOLAMENTO DE CELULAS NAO-PARENQUIMAIS HEPATICAS.............. 32
3.8. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL (qPCR)
33
3.8.1.  EXTRAGCAO DE RNA......oooioieeeeeeeeteeeeieete ettt assss s s 33
3.8.2.  SINTESE DE CDNA.......oiiiieeieeeieeteieesseee st saenns 33
3.8.3.  PCR QUANTITATIVO (GPCR) ...ooevureeereieireeresiesees s sasssnens 33
3.9.  CITOMETRIA DE FLUXO.....oooioeieieeeeeeeeseeeeeee e ses s 36
3.10. ANALISES ESTATISTICAS.....ooieeeeeeeeeetee ettt 37
A, RESULTADOS. .....oooeceeeeeeeeeeeeeeetee e seesaes s sas s ssss s ssss s s s ss s s s sasnans 38
4.1. INDUCAO DA LESAO HEPATICA AGUDA ESTERIL E DEPOSICAO DE
DNA NO FIGADO. .....oooeeceeeeeeeeteeeeeseeeee e vseaes s s 38
4.2.  OS SENSORES DE DNA SAO DIFERENTEMENTE EXPRESSOS NAS
POPULAGOES HEPATICAS. ..ot 40

4.3. AS EXPRESSOES DOS SENSORES DE DNA DIVERGEM NAS
POPULACOES HEPATICAS DURANTE A LESAO ESTERIL. ..c.cooovvveiveeieeseee, 43



4.4, AS CELULAS NAO-PARENQUIMAIS PRODUZEM IFN | DURANTE A

LESAO HEPATICA ESTERIL. ...oovieeeeeeeeeeeeees et eessenesse st sessessessesseesnsees 46
45. AS CELUITAS NAO—PAR\ENQUIMAIS PRODUZEM IFN | NA LESAO
HEPATICA ESTERIL DEVIDO A PRESENCA DE DNA INTRAVASCULAR........... 49
4.6. A PRODUCAO DE IFN | AGRAVA A LESAO HEPATICA ....ccoovevvveerrrrnenn, 52
B, DISCUSSAOQ ...ttt ss s sass s s s sasssssassaneas 55
B.  CONCLUSAOD ...ttt ssa s s sensse s 60

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooveieeeeeieeeeeeee e sssass s 61



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIM2 — Absent in melanoma (sensor de DNA)

ALT — Alanina aminotransferase
APAP — Acetaminophen; Paracetamol

ASC - Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase activation
and recruitment domain (componente do inflamassoma)

BSA — Albumina sérica bovina

CDN - dinucleotideo ciclico

CEUA - Comité de ética em experimentacdo Animal da UFMG

cGAMP — cGMPcAMP dinucleotideo ciclico
cGAS - GMP-AMP ciclico sintase (sensor de DNA)

Ct — Threshold cycle

CyTOF — citometria de massas
DAI (ou ZBP1) - Z-DNA binding protein 1 (sensor de DNA)

DAMP — Danger-associated-molecular patterns; Padrdo molecular associado a

dano

DDX41 - DEAD-Box Helicase 41 (sensor de DNA)

DILI — Drug-induced liver injury; Lesao hepatica induzida por droga
DNA — Acido desoxirribonucleico

DNA-PK - DNA-dependent Protein Kinase (sensor de DNA)

FHA — Faléncia Hepatica Aguda
GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GSH - Glutationa reduzida

H&E — Hematoxilina e Eosina



HEP — Hepatdcitos

HBV — virus da hepatite B
HCV — virus da hepatite C

HMGB1 — High-motility group box 1
I.p. — Intraperitoneal
I.v. — Intravenoso

IF116 (ou p204) - Interferon-Inducible Protein (sensor de DNA)
IFN | — Interferon do tipo |
IFNAR — receptor de interferon tipo |

IL- — Interleucina

IRF3 - Interferon Regulatory Factor 3
IRF7 - Interferon Regulatory Factor 3

IVM — Microscopia intravital Confocal

KC — Célula de Kupffer

LPS — Lipopolissacarideo

LSEC — Célula endotelial sinusoidal do figado

MYD88 - myeloid differentiation primary response protein 88

NAPQI — N-acetil-para-benzoquinonaimina
NF-kB — Fator de transcricdo nuclear

NK — Célula natural killer

NKT — Célula natural killer T

NPC — células ndo-parenquimais

PBS — Salina tamponada com fosfato

PCR — Reacdo em Cadeia de Polimerase



pDCs — Céliulas dendriticas plasmocitéides

RNA — Acido ribonucleico

STING - Stimulator of Interferon Genes (sensor de DNA)

TAA — Thioacetamide; Tioacetamida

TBK1 - tank-binding kinase 1

TLR — Receptor tipo-toll

TLR9 — Toll-like receptor 9

WT — Wild-type; Tipo selvagem



1. INTRODUCAO GERAL E JUSTIFICATIVA

1.1. O FIGADO

O figado € um dos maiores 6rgdos solidos no organismo, compreendendo
aproximadamente 2% do peso corporal total em humanos e 5% em
camundongos. Anatomicamente, situa-se quadrante superior direito da
cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma. E revestido pelo peritdnio em
quase toda a sua extensdo, formando uma cépsula de tecido conjuntivo,
também conhecida como capsula de Glisson (Vollmar & Menger, 2009). O
figado é um o6rgdo altamente vascularizado cujo aporte sanguineo é feito
principalmente pela veia porta, que traz 0 sangue venoso pouco oxigenado e
rico em nutrientes provenientes do intestino, e pela artéria hepatica (ramo do
tronco celiaco), que supre o O6rgdo com sangue rico em oxigénio.
Aproximadamente 80% do sangue chega ao figado pela veia porta, o que
confere a esse 6rgdo uma posi¢cao estratégica no corpo, visto que ele funciona
como um filtro de tudo que é absorvido no intestino. A perfusdo sanguinea no
interior do 6rgdo é feita dentro de vasos sanguineos fenestrados do tipo
sinusdide, sob baixa pressao e tensdo de oxigénio. A dupla irrigacdo confere a
ele alta capacidade metabdlica e heterogeneidade funcional (Jenne & Kubes,

2013; Vollmar & Menger, 2009).

A unidade estrutural basica deste 6rgdo possui forma hexagonal e é o
l6bulo hepatico. E formado a partir de septos de tecido conjuntivo provenientes
da cépsula de Glisson e contém placas paralelas de hepatécitos entremeadas

por capilares sinusoides. Os hepatdcitos correspondem a 80% das células
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hepéticas e realizam quase todas as fungbes metabdlicas e secretoras do
orgdo. No centro de cada l6bulo encontra-se a veia centrolobular e nos
“vértices” dos lobulos encontram-se 0s espagos-porta, que sao constituidos
pela triade de ramos da veia porta, artéria hepatica e ducto biliar. O Fluxo
sanguineo ocorre do espaco porta em dire¢do a veia centrolobular, de maneira
que todo sangue € drenado para fora do 6rgdo pela veia cava (Vollmar &
Menger, 2009). As células endoteliais hepaticas (LSECs) sdo muito diferentes
das células endoteliais convencionais, pois sdo bastante delgadas e néo
possuem membrana basal. Além disso, possui fenestras amplas e sem
diafragmas, o que confere a microcirculacao desse érgao um carater especial
de troca de substdncia com o parénquima, de maneira a permitir que 0s
hepatocitos mantenham contato direto com macromoléculas e células
carreadas pelo sangue. (DeLeve, 2013). Dentro dos sinuséides hepaticos resite
0s macréfagos residentes hepaticos, também conhecidos como células de
Kupffer (KCs). Essas células estdo em contato direto com o fluxo sanguineo e,
por isso, sao capazes de fazer fagocitose direta de elementos da
microcirculacdo hepética. As KCs e LSECs formam juntas o maior sistema
reticulo endotelial do corpo, cuja funcdo € capturar micro-organismos,
antigenos e células que precisam ser eliminados da circulagdo. Dessa maneira,
as KCs agem como um filtro contra agentes da microbiota e LPS que possam,
por ventura, atravessar a barreira intestinal e atingir a circulagdo. (Dixon,
Barnes, Tang, Pritchard, & Nagy, 2013; Jenne & Kubes, 2013). Além dos
macrofagos residentes e das LSECs, o figado possui uma populacdo muito
variada de células residentes n&o-parenquimais (NPCs), como células

dendriticas, células de Ito, além de linfocitos T, B, NK e NKT (Jenne & Kubes,
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2013). Um estudo recente do nosso grupo combinou citometria de massas
(CyTOF) e microscopia intravital para identificar as diferentes populacdes néo-
parenquimais hepéticas. Foram encontradas quatro populacdes distintas de
células dendriticas residentes. E bem provavel que essas células residam no
espaco subcapsular e no tecido conjuntivo que circunda os grandes vasos,
uma vez que o perfil transcricional e a morfologia dessas células sdo bem

semelhantes ao das células dendriticas do baco (David et al., 2016).

O figado desempenha mais de 100 papeis diferentes, incluindo funcbes
enddcrinas, exdcrinas e metabdlicas, a maioria das quais é realizada pelos
hepatécitos. Essa grande diversidade funcional faz com que o figado
desempenhe um papel vital no organismo, mas o que torna esse 6rgao unico &
a capacidade regenerativa conferida pelos hepatécitos. Estima-se que o tempo
de vida de um hepatdcito seja entre 200 e 300 dias, logo, em um individuo
adulto saudavel, a frequéncia de células em qualquer etapa do ciclo de divisdo
celular € menor que 0,1% (Fausto & Campbell, 2003). No entanto, apos
hepatectomia parcial, por exemplo, procedimento no qual 2/3 do figado séo
cirurgicamente removidos, observa-se uma intensa proliferacdo de hepatdcitos
gue regeneram a massa e a funcdo do 6rgdo em um curto periodo de tempo
(Fausto & Campbell, 2003). Além da grande plasticidade funcional dos
hepatocitos requerida para a manutencdo da homeostase e da capacidade
regenerativa, essas células também sao caracterizadas por alta variagdo no
contetudo nuclear. Nesse sentido, as alteragbes nucleares mais comuns em
hepatdcitos sdo a poliploidia, aumento no nimero de cépias do conjunto de
cromossomos em uma célula, e a aneuploidia, definida como o ganho ou perda

de cromossomos individuais (Duncan, 2013).
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1.2. LESAO HEPATICA AGUDA CAUSADA POR MEDICAMENTO

Dada a relevancia do figado e de seus componentes celulares, € de se
imaginar que as patologias que acometem o O6rgdo sejam de grande
importancia médica e frequentemente coloquem as vidas dos individuos em
risco. A etiologia das doencas hepéticas € bastante variada, podendo ser de
origem infecciosa (hepatites virais), metabdlica (Doenc¢a de Wilson), provocada
pela ingestdo de drogas (Alcool e paracetamol) etc. Embora o figado apresente
grande capacidade regenerativa, lesbes agudas muito intensas comprometem
o funcionamento do 6érgao, podendo inclusive levar a faléncia hepética aguda

(FHA) (Bernal, Auzinger, Dhawan, & Wendon, 2010).

A intoxicacao por paracetamol (em inglés, acetaminophen ou APAP) é a
principal causa de FHA nos Estados Unidos e Europa, chegando a ser
responsavel por aproximadamente 50% dos casos de FHA e com taxas de
mortalidade chegando a 30% (Lee, 2007). No geral, o uso terapéutico do APAP
€ seguro, entretanto o abuso de medicamento (10-15g pro adulto e 150mg/Kg
para criancas) torna-se toxico para o figado (Chun, Tong, Busuttil, & Hiatt,
2009). A lesao hepatica por APAP pode ser dividida em duas fases: a primeira,
onde o medicamento é metabolizado pelo hepatdcito e causa a toxicidade, e a
segunda, pela acdo o sistema imune frente os produtos liberados pela necrose
de hepatdcitos. Durante a lesdo toxica, o hepatécito sofre estresse metabdlico
e acaba perdendo a capacidade de fazer o controle osmético da célula, que em
Gltima analise causa o rompimento da membrana plasmatica e subsequente
liberacdo do conteudo celular (Liu, Govindarajan, & Kaplowitz, 2004; Liu, Han,

Gunawan, & Kaplowitz, 2006).
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Inicialmente, o APAP é absorvido no intestino em até duas horas apés a
ingestdo e segue para o figado. L4, aproximadamente 90% € metabolizado
através das enzimas glicuronil transferases e sulfotransferases, sendo em
seguida excretado na urina. Apenas uma pequena fragédo, em torno de 5-10%,
€ metabolizada no hepatdécito pelo citocromo p450 transformado em N-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI). O NAPQI é reduzido pelo antioxidante glutationa
(GSH) e é excretada logo em seguida (Figura A). O Problema surge quando
doses téxicas de APAP sdao ingeridas e as quantidades de NAPQI que sdo
formadas superam se tornam superiores a capacidade antioxidante da célula, o
que leva a deplecdo de GSH e consequente oxidacdo de biomoléculas,
proteinas mitocondriais e membranas (Larsen & Wendon, 2014). Dentre as
principais alteragBes vistas nas células, destaca-se aumento no volume
mitocondrial e fragmentacdo do DNA (Chun et al.,, 2009; James, Mayeux, &

Hinson, 2003; Larsen & Wendon, 2014).
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Figura A.
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Metabolismo do APAP e formacdo do NAPQI nos hepatécitos.
Possiveis vias de metabolizacdo do APAP: glicuronil transferases,
sulfotransferases e citocromo p450. Em casos de overdose, 0s niveis de
NAPQI excedem a capacidade antioxidante de GSH e o resultado é a oxidacao
das macromoléculas. Adaptado de (James et al., 2003).

A disfuncdo mitocondrial e o aumento de permeabilidade de membrana e
culminam na necrose oncoética do hepatécito e subsequente liberagcdo do
conteldo intracelular para o meio externo. A partir desse momento inicia-se a
segunda fase da lesdo hepatica que sera mediada pelo sistema imune. As
moléculas liberadas durante a necrose sdo chamadas de Padr6es Moleculares
Associados a Danos (do inglés, Danger-associated molecular patterns,
DAMPs) e podem ser consideradas mediadores inflamatorios, pois
desencadeiam uma resposta robusta do sistema imune. Dentre os diversos

DAMPs liberados durante a lesdo hepatica induzida por droga (DILI), destaca-
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se 0 DNA (Ju, 2012; Marques et al., 2012; Marques et al., 2015b; Martin-

Murphy, Holt, & Ju, 2010).

Um estudo recente do nosso grupo mostrou que ocorre uma massiva
deposicao intravascular de DNA durante a lesdo hepética aguda induzida por
paracetamol, que até entdo nunca havia sido descrita. Além disso, hepatdcitos
primarios cultivados na presenca de APAP apresentaram intenso transito de
vesicula contendo material genético, que também foram encontrados no
sobrenadante (Marques et al., 2015b). Essas descobertas trouxeram a luz
novos insights sobre DILI e abriram o leque de possibilidades de estratégias

terapéuticas.

1.3. SENSORES DE DNA CITOPLASMATICOS

Os sensores citoplasmaticos de DNA permitem aos diferentes tipos
celulares detectarem a presenca de uma miriade de patdgenos intracelulares,
uma vez que muitos usam DNA como carreador de sua informacéo genética,
mas também introduzem um grande risco de reconhecimento do DNA préprio e
0 consequente desenvolvimento de doencas autoimunes e inflamatérias
(Dempsey & Bowie, 2015; Paludan & Bowie, 2013) As vias ativadas pelos
sensores de DNA podem ser didaticamente dividas em trés grupos: o primeiro,
é formado pelos receptores semelhantes a Toll (do inglés, Toll-like receptors;
TLR) dos quais o0 uUnico representante € o TLR9. O TLR9 é geralmente
encontrado nos compartimentos endossomais e sinaliza pela via myeloid
differentiation primary response protein 88 (MYD88) e induz a producao de
citocinas pré-inflamatérias e interferon do tipo | (IFN ). Eles sdo expressos
principalmente em células Dendriticas plasmocitéides (pDCs) e linfécitos B

(Pelka, Shibata, Miyake, & Latz, 2016). JA o segundo grupo, descoberto
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recentemente, inclui receptores responsaveis pelo reconhecimento de DNA no
citoplasma que se acredita estarem presentes em praticamente qualquer tipo
celular. Eles possuem em comum a via de sinalizacdo pelo adaptador central
STING. Fazem parte desse segundo grupo, os receptores GMP-AMP ciclico
sintase (CGAS), Z-DNA binding protein 1 (ZBP1 ou DAI), Interferon-Inducible
Protein (IFI16), DEAD-Box Helicase 41 (DDX41) e DNA-dependent Protein
Kinase (DNA-PK). As respostas ativadas por essa via incluem a producéo de
(IFN 1) e citocinas pré-inflamatérias (Wu & Chen, 2014). O terceiro grupo €
representado pela proteina AIM2, que ao se associar a molécula de DNA tem a
capacidade de formar complexos chamados de inflamassoma e induzir a
liberacdo de IL-18 e IL-18 (Szabo & Petrasek, 2015). Dentre os sensores
citosolicos de DNA supracitados, apenas o TLR9, o AIM2 e o eixo
cGAS/STING, por serem expressos quase que ubiguamente pelas células,
possuem um conjunto robusto de dados na literatura sobre seus papéis no
combate a infec¢des e envolvimentos nas patogéneses de variadas doencas.
Até o presente momento, o DAI se mostrou funcional apenas em fibroblastos, o
que sugere gque esse sensor de DNA é exclusivo desse tipo de celular. Além
disso, ainda néo ficou claro o papel do DAI in vivo, uma vez que os estudos
foram feitos apenas com cultura de células (Takaoka et al., 2007; Unterholzner
et al., 2010; Wang et al., 2008). Nessa mesma linha, originalmente O DNA-PK
€ conhecido pela sua habilidade de reparar regides de ruptura no DNA nuclear,
entretanto alguns trabalhos recentes mostraram que ele pode ter a funcdo de
DNA sensor em fibroblastos e que a sua delecédo leva a uma diminuicdo na
producédo de IFN | mediante infeccéo por virus (Ferguson, Mansur, Peters, Ren,

& Smith, 2012; Peters et al., 2013). O IFI16 (o0 ort6logo em camundongos
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chama-se p204), por sua vez, esta envolvido no combate a infec¢des virais e
parece ter desenvolvido um mecanismo para diferenciar o DNA préprio do nao
proprio, pois muitas vezes atua dentro do nucleo das células (Stratmann,
Morrone, van Oijen, & Sohn, 2015; Unterholzner et al., 2010; Zhao et al., 2015)
DDX41 esta diretamente envolvido em diversas fun¢des na célula, como
metabolismo de RNA e crescimento celular, porém também ja foi descrito como
sensor de DNA presente em células dendriticas mieloides sinalizando
diretamente via STING. Todavia, ainda ndo est4d claro na literatura o
funcionamento do DDX41 como sensor e nem como ele atua no

reconhecimento do DNA (Jiang, Zhu, Liu, & Ouyang, 2017; Zhang et al., 2011).

1.4. STING

STING (do inglés, Stimulator of Interferon Genes) é uma proteina
transmembranar encontrada associada ao reticulo endoplasmético que e induz
a expressdo de citocinas pro-inflamatoérias e Interferon tipo | (IFN 1) na
presenca de DNA citosdlico, seja ele préprio ou derivado de patdégenos
(Ishikawa & Barber, 2008; Ishikawa, Ma, & Barber, 2009) . Essa proteina
contém 379 aminoacidos e é expressa em células de diversas linhagens, como
epiteliais e hematopoiéticas. A ativacao de STING na célula acontece devido a
invasdo de virus ou alguns tipos de bactérias ou apés transfeccdo de DNA.
Homoélogos da proteina STING sdo encontrados desde organismos primitivos,
como plantas, fungos, cnidarios e insetos, entretanto ainda ndo se sabe se ela
exerce a mesma funcdo de combate a patdgenos, como acontece nos

vertebrados (Barber, 2015).

Ainda que a sinalizacao por STING possa acontecer pela associagao direta

com o DNA (Abe et al., 2013), a via mais comum é através da ligagdo com
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dinucleotideos ciclicos (CDNs). Assim, O DNA citosélico se liga a uma enzima
citosélica chamada GMP-AMP ciclico sintase (CGAS) que, na presenca de ATP
e GTP, ird sintetizar um dinucleotideo chamado de cGAMP. Dessa forma, o
cGAS age de forma sinérgica com STING, de maneira que um reconhece o
DNA citoplasmatico e sintetiza moléculas que ativam o outro. O cGAS é o
sensor de DNA, enquanto que o STING é o sensor de dinucleotideos ciclicos
(Burdette et al., 2011). J& foi mostrado que o silenciamento de cGAS diminui
drasticamente a producdo de IFN | apds transfeccdo de DNA, mostrando o
papel de sensor de DNA exercido por essa enzima. No mesmo estudo, foi
mostrado que o silenciamento de STING também reduz a producéo de IFN I,
mostrando que o eixo cGAS/STING constitui uma Unica via (Sun, Wu, Du,

Chen, & Chen, 2013).

Um dinucleotideo ciclico interage com duas moléculas de STING, formando
um complexo que € deslocado do reticulo endoplasmatico e € realocado nas
regides perinucleares do aparelho de golgi, onde liga-se a proteina TBK1
(Tank-Binding Kinase 1). Em seguida, o complexo STING/TBK1 é enderecado
ao compartimento endolisossomal e la promove a fosforilagdo de dois fatores e
transcricdo: o Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3) e o Nuclear Factor kB (NF-
kB). Por sua vez, esses fatores de transcricdo se deslocam para o ndcleo e dao
inicio a transcricdo de IFN | e citocinas pro-inflamatorias Depois disso, o
complexo STING/TBKL1 é rapidamente degradado no endolisossomo (Saitoh et

al., 2009) (Figura B).
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Figura B.
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A ativacdo de STING esta associada a invasao de patdgenos intracelulares.
Virus de DNA, como adenovirus (Lam, Stein, & Falck-Pedersen, 2014),
retrovirus, como HIV (Gao et al., 2013) e bactérias, como a L. monocytogenes
(Woodward, lavarone, & Portnoy, 2010). Entretanto, o eixo cGAS/STING pode
também ser ativado na auséncia de patégenos, como no caso de doencas
autoimunes e céancer. Doencas como IUpus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide, nas quais o individuo apresenta altos niveis de anticorpos
antinucleares e nucleossomas circulantes, sdo exemplos em que patogénese €

derivada da ativacdo inapropriada do STING nas células do sistema imune e
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consequente aumento dos niveis de citocinas no sangue (Janko et al., 2008;
Nagata & Kawane, 2011). No trabalho de (Ahn et al.,, 2014), foi utilizado
animais Tmem173 KO (STING KO), que séo resistentes ao modelo de cancer
de pele induzido pela substancia DMBA. Entretanto, eles passam a
desenvolver o tumor quando recebem transplante de medula Ossea de
camundongos selvagens (WT). Nesse trabalho, os autores mostram que o
tumor s6 consegue se desenvolver a partir do momento em que as células do
sistema imune retomam a capacidade de sensing DNA e passam a produzir
IFN | e citocinas proé-inflamatérias, logo eles concluem que a fagocitose dos
queratinécitos que estdo em processo de necrose ou apoptose é capaz de
desencadear a producédo de IFN | e citocinas pro-inflamatérias mediadas por
STING nas células do sistema imune. Outros estudos também ja mostraram a
relagdo entre fagocitose e ativacdo de STING. Células dendriticas podem
produzir IFN | via STING apés a fagocitose de células tumorais e assim
melhorar a resposta antitumoral pelas células T (Woo et al., 2014). Macréfagos
de Animais DNase Il -/- sdo incapazes de digerir o DNA de células fagocitadas,
0 que leva a uma robusta producédo de IFN | e morte antes mesmo do
nascimento. A deplecdo do gene que codifica o receptor de interferon tipo |
(IFNAR) reverte o gendtipo letal e permite que o animal se desenvolva até a

fase adulta (Ahn, Gutman, Saijo, & Barber, 2012).

1.5. AIM2

AIM2 (Absent In Melanoma 2) € um sensor de DNA citosélico que é ativado
por moléculas de DNA de qualquer origem. Essa proteina contém um dominio
C-terminal HIN-200 que se liga ao DNA e outro dominio N-terminal Pyrin que

se liga a uma proteina citoplasmatica chamada de ASC (Apoptosis-associated
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Speck-like protein containing a Caspase activation and recruitment domain)
(Hornung et al., 2009). Apés associar-se a ASC, o complexo cliva a caspasel,
que por sua vez inicia a maturacdo das citocinas pré-inflamatorias pro- IL-13
em IL-18 e pro-IL-18 em IL-18. O AIM2 pode ainda se oligomerizar no
citoplasma e formar um complexo chamado de Inflamassoma (Burckstummer
et al., 2009; Fernandes-Alnemri, Yu, Datta, Wu, & Alnemri, 2009). Esse
fenbmeno é facilmente observavel em macréfagos e células dendriticas
(Belhocine & Monack, 2012). A ativacdo desse complexo se associa a outra
proteina diferente da caspasel, chamada gasdermina, que é clivada e seus
fragmentos formam poros na membrana plasmética. Esse processo pode
resultar em um tipo de morte celular chamado de piroptose (He et al., 2015)
(Figura C). A piroptose € um processo altamente controlado na célula e pode

ser evitada pela degradacao do inflamasoma por autofagia (Shi et al., 2012).

Figura C.
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Bases moleculares para a ativacao do AIM2 inflamassoma. Retirado
de (Man, Karki, & Kanneganti, 2016)

O AIM2 é muito importante no combate a diversos patdgenos intracelulares,
entretanto vale a pena destacar aqui um mecanismos sinérgico entre AIM2 e o
eixo cGAS/STING no combate a bactéria Francisella novicida e Francisella
tularensis LVS: essas duas espécies sao conhecidas por escapar do vacuolo
tanto em macrofagos, quanto em células dendriticas. Ao escapar, elas sao
percebidas por STING e a transcricdo de IFN | € prontamente iniciada. Uma
vez liberado, o IFN | estimula de maneira autocrina a propria célula e induz
producado de proteinas que vao fazer a lise intracelular de bactérias, o que leva
a liberacdo de DNA no citosol e a uma potente ativacdo do inflamassoma
(Belhocine & Monack, 2012; Jones et al., 2010). Assim como 0 eixo cGAS/
STING, o AIM2 tem papel fundamental no reconhecimento de DNA viral. Um
estudo comparativo entre pacientes com hepatite B em diferentes fases
mostrou uma correlacdo entre 0os pacientes que se encontravam na fase aguda
da doenca e altos niveis de expressdo de AIM2 nos leucdcitos do sangue
periférico (Wu et al., 2013). Outro estudo com pacientes comparou a expressao
de AIM2 em bidpsias de figado de pacientes com hepatite B (HBV) e C (HCV) e
observou que a expressado estava significativamente aumentada nos pacientes
com HBV (~90%) em comparacdo com pacientes com HCV (~9%), o que pode
estar associado com o perfil pro-inflamatorio observado em pacientes com HBV
(Han et al., 2015).

O AIM2 também desempenha um papel importante na Em casos de leséao
estéril por liberacdo de DNA no citosol ou incapacidade de degradagdo apos
fagocitose. Estudos feitos em pacientes com Lupus Sistémico Eritematoso

(SLE) mostraram aumento de expressao de AIM2 em macrofagos de pacientes
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do sexo masculino, o que pode estar relacionado com a patogénese e
gravidade da doenca associadas ao sexo (Yang, Huang, & Chiang, 2015).
Outro estudo mostrou que pacientes com Psoriase apresentam altos niveis de
expressdo de AIM2 nos queratindcitos e que isso se deve a presenca de DNA
citosolico (Dombrowski et al., 2011). No mesmo caso descrito no item anterior
sobre os animais DNase II-/- IFNAR -/- mostrou como o0 genotipo reverteu a
mortalidade, entretanto todos os animais acabam apresentando poliatrite na
idade adulta, uma vez que a incapacidade de digerir o DNA permanece e iSso
continua gerando efeitos colaterais, como producdo de citocinas pro-
inflamatorias e recrutamento de células para as articulagdes. Em um trabalho
muito interessante, o gendtipo DNase II-/- IFNAR -/- AIM2-/- conseguiu prevenir
ndo s6 o desenvolvimento de poliartrite e o infiltrado inflamatério, como
também a ativacdo do inflamassoma e a consquente producdo de citocinas
pré-inflamatérias. O mesmo perfil foi encontrado em animais DNase II-/- IFNAR
-l- STING-/- também utilizados nesse trabalho (Baum et al., 2015). E
importamte notar que AIM2 e STING estdo muitas vezes envolvidos na

patogénese das mesmas doencas, tendo em vista a similaridade de funcgdes.

1.6. TLR9

A primeira proteina descrita como sensor de DNA citoplasméatico foi o
Receptor do tipo toll 9 (TLR9) (Hemmi et al., 2000). O TLR9 consegue
reconhecer motivos CpG ndo metilados em DNA de dupla fita, padrédo que
normalmente é encontrado em bactérias, uma vez que o DNA dos vertebrados
possui poucos motivos CpG e estes geralmente sdo metilados (Krieg, 2002). O

TLR9 € o Unico dos sensores de DNA que nao é encontrado livre no citoplasma
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sendo normalmente localizado nos endossomos, entretanto ja foi descrita a
presenca de TLR9 na membrana plasmatica de pDCs, linfécitos B e neutrdfilos.
Ele é preferencialmente expresso por pDCs, mas também é encontrado em
muitas células da linhagem mieloide e de outros tecidos. A ativacdo da via de
TLR9 culmina na fosforilagdo dos fatores de transcricdo Fator Regulador de
Interferon 7 (IRF7) e Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) e na producédo de
Interferon do tipo | (IFN 1) e citocinas pré-inflamatérias (O'Neill, Golenbock, &

Bowie, 2013).

A sinalizagdo por TLR9 tem papel na patogénese de doencas que
desenvolvem anticorpos contra o proprio DNA, como é o caso de algumas
formas de Lupus Sistémico Eritematoso (Decker, Singh-Jasuja, Haager, Kotter,
& Rammensee, 2005). De forma curiosa, animais triplo KO DNasell-/-IFNAR-/-
TLR9-/- n&do apresentaram nenhuma melhora no quadro de poliartrite,
entretanto ndo foi possivel identificar a presenca anticorpos contra o proprio

DNA nesses animais (Baum et al., 2015).

1.7. DNA SENSING NO FIGADO

Apesar dos recentes avancos no entendimento dos sensores citosélicos de
DNA, existem poucos estudos investigando as vias de DNA sensing nas
células hepaticas em contexto estéril. A maioria dos estudos investiga a
importancia das vias nas infeccdes virais. No estudo (Thomsen et al., 2016) foi
mostrado que os hepatécitos de camundongos e de humanos ndo expressam
STING. Além disso, estas células falharam em produzir IFN | mediante infeccéo
por virus da hepatite B (HBV) e transfec¢cdo de DNA. Ainda, que o controle do
HBV so foi possivel apds a restituicdo do STING nos hepatdcitos através de um

vetor viral. Um estudo in vitro que utilizou uma co-cultura de hepatocitos e
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macréfagos mostrou que a replicacdo de HBV € atenuada quando o0s
macréfagos séo tratados com DMXAA, uma droga que ativa STING, e passam
a produzir grandes quantidades de IFN | (Guo et al., 2015). Um estudo muito
interessante mostrou a influéncia do IFN | no agravamento da lesdo hepética
apos infeccdo viral e que o bloqueio da sinalizagdo de IFN diminui
drasticamente a morte de hepatécitos. O virus utilizado no estudo (virus da
coriomeningite linfocitica, LCMV) diminui a expressdo de Superoxido
Desmutase 1 (SOD1) e o hepatdcito morre por estresse oxidativo. Apesar de
nao avaliar vias de sensing de DNA, o estudo mostra claramente que a
producdo de IFN | é derivada de células da linhagem hematopoiética e que a
deplecdo de células de kupffer por lipossomos de clodronato diminui

drasticamente a producao de IFN | e niveis de ALT (Bhattacharya et al., 2015).

No que diz respeito a lesdo hepética estéril, dois trabalhos mostraram a
importancia do TLR9 na lesdo hepatica aguda por APAP (Imaeda et al., 2009;
Marques et al.,, 2015b). Ambos os estudos utilizaram animais TLR9 -/- e
constataram uma diminuicédo significativa da lesdo. Entretanto, no trabalho mais
recente de Marques e colaboradores ficou claro que os animais TLR9 -/-
apresentam neutrofilos incapazes de chegar as regides de necrose, uma vez
gue o TLR9 encontra-se localizado na membrana plasmatica dessas células e
serve para guia-las até locais de necrose. Além disso, neutréfilos de animais
WT que foram incubados com DNA isolado do figado foram incapazes de
expressar IFN |. Outro ponto importante € que nesse mesmo trabalho foi
mostrado que a DNase exibiu um efeito hepatoprotetor e diminuiu

significativamente os niveis de ALT.
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Levando-se em consideragdo que 0s hepatocitos estdo expostos ao DNA
proprio no citoplasma e ainda estéo inseridos em um contexto pro-inflamatorio
onde h4 uma massiva deposi¢cdo de DNA extravascular, esse estudo busca
compreender o papel das vias de sensing citosolico de DNA durante a lesdo
hepética aguda por APAP. Esse quadro se torna ainda mais complexo quando
levamos em consideracdo que tipos celulares diferentes, como células de
Kupffer, neutréfilos e células dendriticas estdo em contato com a mesma
molécula e podem apresentar respostas distintas. Portanto, esse estudo é
importante para entendermos, ndo somente o funcionamento bésico do figado,
mas também como esse 6rgdo procura se adaptar as mais diversas condicdes

nas quais é exposto ao longo da vida.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar as vias de sensores de DNA no figado e a participacdo destas,

tanto na homeostase quanto, na leséo hepatica aguda.

2.2 Objetivos Especificos
a) Avaliar a expressdo de sensores de DNA nas células hepaticas em
condicgdes fisiologicas;
b) Avaliar a expressdo de sensores de DNA nas células hepéticas em
diferentes tempos durante leséo hepatica;
c) Verificar a expressao e producao de citocinas reguladas pelas vias

de sensores de DNA nas células hepaticas;
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d) Comparar a lesdo hepética entre animais selvagens (WT) e
knockouts para diferentes genes envolvidos no sensing de DNA

citoplasmatico;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, de 08 a 12 semanas
de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os animais foram acondicionados em grupos de
cinco por gaiola, com racdo (NUVILAB) e agua ad libitum, em condicdes
controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12/12h). Os procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com as

normas da Comiss&o de Etica de Uso Animal da UFMG (CEUA 377/2016).

3.2. MODELO DE LESAO HEPATICA

Os camundongos foram submetidos ao jejum de 15 horas e entéo tratados
por via oral (gavagem) com APAP dissolvido em salina estéril aquecida (600
mg/kg). Os Animais controle receberam apenas o veiculo aquecido. Para a
coleta de amostras, os animais foram anestesiados com uma injecao i.p. de
ketamina (80 mg/kg; Syntec) e xilazina (15 mg/kg; Syntec) e submetidos a
laparotomia. O sangue foi coletado para obtencdo do soro e o figado retirado e
dividido em fragmentos para a realizacdo de histologia (H&E) e ensaios
bioguimicos. A porcentagem de sobrevivéncia dos animais foi avaliada até 24

horas apds a intoxicacao.
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3.3. DOSAGEM DE ALT

Para determinar a atividade de alanina aminotransferase (ALT) no soro foi
utilizado o kit transaminase ALT cinético (Bioclin) adaptado para placa de 96
pocos. O ensaio cinético é o método recomendado pela International

Federation of Clinical Chemistry.

3.4. HISTOLOGIA

Apébs removidos, os figados foram lavados com salina e o lobo inferior foi
fixado por imersdao em formol 4% tamponado. Posteriormente, as amostras
foram desidratadas em soluc6es de alcool etilico, banhadas em xilol e incluidas
em blocos de parafina histolégica. Cortes teciduais de 5 pm de espessura
foram obtidos utilizando micrétomo e corados com hematoxilina & eosina
(H&E). A visualizacdo dos cortes foi feita em microscépio Optico BX41
(Olympus) e as imagens obtidas utilizando camera Moticam 2500 (Motic) e o

software Motic Image Plus 2.0ML.

3.5. MICROSCOPIA INTRAVITAL

A microscopia intravital confocal (IVM) de figado de camundongos foi
realizada conforme descrito anteriormente (Marques et al., 2015a; Marques et
al., 2015b), utilizando microscépio confocal Nikon Ti C2 equipado com objetiva
10x. Resumidamente, os camundongos foram anestesiados e o figado exposto
em um suporte de acrilico compativel com o microscopio. Antes da aquisicdo
de imagens, os camundongos foram injetados i.v. com 100 pL dos seguintes
fluoréforos: Sytox Green (1 pL, Invitrogen) e anticorpo anti-GR1 conjugado a
PE (40 pg / mL, eBioscience). A quantificacdo de neutréfilos e deposicao de

DNA foram feitas usando o programa Volocity (PerkinElmer).
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3.6. ISOLAMENTO DE HEPATOCITOS PRIMARIOS

Com o objetivo de avaliar o perfil transcricional dos hepatécitos frente ao
desafio com paracetamol, animais foram tratados com paracetamol e
hepatocitos primérios foram isolados em tempos diferentes apos o tratamento.
Como controle, isolamos hepatécitos de animais tratados apenas com o veiculo

(salina).

Inicialmente, os camundongos foram anestesiados com injecao
intraperitoneal (i.p.) de ketamina (80 mg/kg; Syntec) e xilazina (15 mg/kg;
Syntec) e submetidos a laparotomia para exposicdo do figado e dos vasos
sanguineos. Um cateter 16G foi introduzido na porc¢ao inferior da veia cava e a
50 ml da solucao-tampao Hanks A foi bombeada por uma bomba de perfuséo
para o interior do figado a fim de limpar o sangue do interior dos vasos.
Imediatamente apds o inicio da perfuséo, a veia cava inferior foi seccionada
para que a solucdo pudesse sair do corpo do animal apés passar pelo figado.
Apo6s o término dos 50 ml de Hanks A, 25 ml da solucdo-tampdo Hanks B,
contendo Colagenase tipo VIII (800 mg/L; Sigma-Aldrich), foi bombeada para o
interior do 6rgdo. O figado foi entdo removido e dissociado em meio de cultura
Williams E (Sigma-Aldrich) em condi¢do asséptica. A suspensédo resultante foi
filtrada uma vez em membrana de nylon de 40 uM e levada para centrifugacao
a 60 x g, 4°C, por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet de células
foi resuspendido em 50 mL de meio Willams e levado novamente para
centrifugacédo a 60 x g, 4°C, por 3 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi

descartado, o pellet de hepatdécitos resuspendido em 10 ml e, por fim, levado
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para a contagem na camara de Neubauer. A viabilidade das células foi avaliada

usando o método de exclusdo de azul de trypan.

3.7. ISOLAMENTO DE CELULAS NAO-PARENQUIMAIS
HEPATICAS

Para a obtencdo de células ndo-parenquimais hepaticas, os camundongos
foram anestesiados e os figados removidos, cortados em pequenos pedacos e
transferidos para um tubo contendo meio RPMI suplementado com 1% de soro
fetal bovino e colagenase tipo VIII (1 mg/mL; Sigma-Aldrich). Para que a
colagenase pudesse agir na sua maxima eficiéncia, toda a mistura foi mantida
sob agitacdo constante, a 37°C, por uma hora. Apés o término, a suspensao foi
centrifugada a 300 x g, 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
pellet de células foi resuspendido em uma solucédo de PBS 1x contendo EDTA
2mM e BSA 0,5% e novamente levado para a centrifugacdo a 60 x g, 4°C, por
3 minutos. Dessa vez, o sobrenadante resultante foi coletado e levado para
mais uma etapa de centrifugacdo a 60 x g, 4°C, por 3 minutos. Novamente, o
sobredanante resultante foi coletado e filtrado em cell strainer de 70 pum
(Becton-Dickinson). Em seguida, o filtrado foi levado para uma nova
centrifugacéo a 300 x g, 4°C, por 5 minutos e o pellet resultante foi tratado com
uma solucdo de ACK 1x (Cloreto de ambnio 150mM, Bicarbonato de potassio
10mM e EDTA dissd6dico 1mM) para fazer a lise das hemacias. Por fim, a
viabilidade das células foi checada usando azul de trypan. Nesse isolado de
células foram entdo empregadas, isoladamente, as técnicas de Citometria de

fluxo e gPCR.
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3.8. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO

REAL (qPCR)

3.8.1. EXTRACAO DE RNA

O RNA foi extraido de diferentes tipos de amostra e utilizado para avaliagéo
por PCR em tempo real (QPCR). Para fazer a extracdo no figado, nds
utilizamos aproximadamente 50 mg de tecido, enquanto que, para 0S
hepatdcitos, foi utilizado 02 x 10° células. No caso das ndo parenquimais, o
minimo aceitavel para a extracdo foi de 01 x 10° células.
A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo descrito pelo Aurum
Total™ RNA Fatty and Fibrous Kit (BioRad). Ao final da extracdo, concentragéo
de RNA foi determinada no espectrofotometro (Nano Drop® ND-1000, EUA) a

260 e 280 nm. As amostras foram estocadas a -80°C até o momento do uso.

3.8.2. SINTESE DE CDNA

Para sintese do cDNA, utilizamos o kit iScript™ cDNA Synthesis Kit
(BioRad) seguindo o protocolo do fabricante. Para hepatdcitos e células nao-
parenquimais, foi utilizdo 0,2ug de RNA para a sintese de cDNA. Brevemente,
a reacao foi submetida a etapas de aquecimento e resfriamento na seguinte
ordem: 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C. O cDNA

produzido foi armazenado a temperatura de -20°C.

3.8.3. PCR QUANTITATIVO (qPCR)

3.8.3.1. CONTROLE ENDOGENO

Para a validacéo dos resultados de PCR em tempo real, fez-se necessario

a determinagcdo de um controle enddgeno, que serviu como padrdo
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normalizador para a andlise das variacdes de expressao dos genes testados.
Dentre os genes testados (Rpl4, Gapdh, 18s, Actb, Hprt e Sdha), o Gapdh
mostrou-se o melhor normalizador, tanto para os genes avaliados nas amostras
de figado total, hepatdcitos e células ndo-parenquimais. O teste para escolha
do normalizador foi feito no programa NormFinder (Andersen, Jensen, &

Orntoft, 2004).
3.8.3.2. DETERMINACAO DA EXPRESSAO GENICA

A reacdo de gPCR foi realizada utilizando-se 5uL de SsoAdvanced
Universal SYBR Green Supermix (BioRad), 2uL de H,O para PCR, 1luL de
cada iniciador (5uM) e 1uL de cDNA. O volume final em cada poco foi de 10uL.
O protocolo foi seguido de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Brevemente, o passo inicial foi de 30 segundos a 98°C para a ativagdo da
enzima, seguido de 15 segundos a 95°C para desnaturacao e, entdo, 60°C por
1 minuto para anelamento e extensdo. Essas etapas foram repetidas por 40
ciclos e, ao fim destes, a curva de melting foi obtida. Em cada placa havia um
controle negativo, constituido por 5 pL de SYBR Green SuperMix, 3ul de H,0O e

5uM de cada iniciador.

As sequéncias dos iniciadores para os genes relacionados foram:

Genes Iniciadores | Sequéncia

Gapdh Foward 5SAGGTCGGTGTGAACGGATTTG &

Reverse 5TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 3’

Rpl4 Foward 5CCGTCCCCTCATATCGGTGTA 3

Reverse 5GCATAGGGCTGTCTGTTGTTTTT 3’
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18s Foward 5CGTTCCACCAACTAAGAACG 3’
Reverse 5CTCAACACGGGAAACCTCAC 3
Mb21d1 (cGAS) Foward 5GAGGCGCGGAAAGTCGTAA 3
Reverse STTGTCCGGTTCCTTCCTGGA 3’
Tmem173 (STING) | Foward 5GGTCACCGCTCCAAATATGTAG 3’
Reverse 5’CAGTAGTCCAAGTTCGTGCGA 3
Aim2 Foward 5GTCACCAGTTCCTCAGTTGTG 3
Reverse 5’CACCTCCATTGTCCCTGTTTTAT 3
Ifnad Foward 5TGATGAGCTACTACTGGTCAGC 3’
Reverse 5GATCTCTTAGCACAAGGATGGC 3
Ifnbl Foward 5TGAATGGAAAGATCAACCTCACCTA 3’
Reverse SCTCTTCTGCATCTTCTCCGTCA 3
l11b Foward 5GCAACTGTTCCTGAACTCAACT &
Reverse SATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 3
Cxcl10 Foward 5CCAAGTGCTGCCGTCATTTTC 3’
Reverse 5GGCTCGCAGGGATGATTTCAA 3’
Rsad2 (Viperin) Foward 5TGCTGGCTGAGAATAGCATTAGG 3
Reverse 5GCTGAGTGCTGTTCCCATCT 3
Isgl5 Foward 5GGTGTCCGTGACTAACTCCAT &
Reverse 5TGGAAAGGGTAAGACCGTCCT &
Uspl8 Foward 5TTGGGCTCCTGAGGAAACC 3
Reverse 5CGATGTTGTGTAAACCAACCAGA 3
Irf7 Foward 5GAGACTGGCTATTGGGGGAG 3’
Reverse 5GACCGAAATGCTTCCAGGG 3
Sodl Foward 5AACCAGTTGTGTTGTCAGGAC &
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Reverse 5’CCACCATGTTTCTTAGAGTGAGG 3

A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de
iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na
eficiéncia de amplificagdo. Os Cts obtidos para os genes de interesse foram
normalizados subtraindo-se o valor do Ct gene de referéncia de cada amostra.
Com esse valor, agora chamado de ACt, calculou-se o AACt, que corresponde
ao ACt amostra — ACt do calibrador. Nesse estudo, o calibrador utilizado foi o
tecido ou célula que ndo recebeu o tratamento com APAP. A relacdo da
expressdo génica entre a amostra e o calibrador foi calculada utilizando a

formula 2 AACt

(Livak & Schmittgen, 2001). Os resultados foram obtidos no Bio-
Rad SFX Manager Software e analisados no Prism 6.0. Todas as amplificagbes
foram seguidas de uma curva de dissocia¢ao, chamada “curva de melting”, na

qual foi avaliado se ndo houve formacdo de produtos inespecificos,

comprovando a especificidade da reacao

O heatmap foi feito no programa MeV (Chu, Gottardo, Raftery, Bumgarner,

& Yeung, 2008).

3.9. CITOMETRIA DE FLUXO

As células nao-parenquimais foram lavadas com uma solucao de PBS 1x
contendo EDTA 2mM e BSA 0,5% para bloquear ligacdes inespecificas. As
amostras foram excitadas no comprimento de onda de 488nm e a emissao foi
capturada num filtro especifico pra YFP 540/20. Foram lidas 50.000 células de

cada amostra no citbmetro Accuri C6.
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3.10.  ANALISES ESTATISTICAS

O teste de normalidade para as amostras foi feito pelo teste Shapiro-
Wilk. A comparacdo entre dois grupos foi feita pelo teste t de Student. A
comparacao entre mais de dois grupos foi feito pelo teste One-way ANOVA e
Multiplos testes t. Todos os resultados foram apresentados como a média *
erro padrdo da média (epm), e sdo referentes a experimentos contendo no
minimo 04 animais. O nivel de significancia foi definido como p < 0,05. Os
graficos e estatistica foram feitos com o auxilio do programa GraphPad Prism 6

(San Diego, California).
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4. RESULTADOS

4.1. INDUCAO DA LESAO HEPATICA AGUDA ESTERIL E

DEPOSICAO DE DNA NO FiGADO.

O nosso modelo de inflamacéo baseia-se na overdose de paracetamol
(APAP), que causa lesdo hepatica aguda estéril nos camundongos por
necrose oncética dos hepatocitos. Para avaliar a lesdo hepética nos
utilizamos o ensaio de dosagem de alanina aminotransferase (ALT), como
mostrado na Figura la, além da andlise histoldgica para visualizacdo das
areas de necrose através da coloracdo hematoxilina e eosina (HE) (Figura
1b). Neste modelo de lesdo aguda noOs observamos uma taxa de
sobrevivéncia de, aproximadamente, 60% vinte e quatro horas apo6s o

tratamento com APAP (figura 1c).

Durante a lesdo hepatica por paracetamol observa-se um fenébmeno de
deposicdo de DNA no espaco intravascular tdo cedo quanto 06 horas apés
a administracdo de APAP (figura 1d) e este fenbmeno se prolonga por,

pelo menos, 24 horas apés o tratamento com a droga.
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Figure 1 Deposicdo de DNA no figado durante a lesdo causada por APAP. (a)
Dosagem de ALT para avaliar a lesdo hepética nos pontos de 6, 12 e 24 horas
apos a administracdo de APAP. (b) Histologia do figado nos diferentes tempos
de leséo; coloracdo HE; aumento de 4x. (c) Curva de sobrevivéncia nos
diferentes tempos ap0s a lesédo hepatica. (d) Microscopia confocal intravital de
figado nos diferentes tempos apos a lesdo; verde: Sytox green; vermelho:
Ly6G; escala = 300 um; aumento 10x. (Mean+SEM; n=4); *p < 0.05.

4.2. OS SENSORES DE DNA SAO DIFERENTEMENTE
EXPRESSOS NAS POPULACOES HEPATICAS.
Durante a lesdo hepéatica por APAP o DNA sem comporta como um DAMP
e exerce um papel pré-inflamatério, uma vez que intensifica o influxo de
neutréfilos para a lesdo (Marques et al., 2015b). Entretanto, o ambiente
hepatico é bastante heterogéneo e para melhor compreender a contribuicdo do
DNA para o agravamento da lesédo, nés decidimos avaliar o envolvimento, ndo
s6 das células imunes, mas também dos hepatdcitos no curso da lesdo, uma
vez que estas células apresentam DNA aberrante no citoplasma quando

tratadas com altas doses de APAP (Marques et al., 2015b).

A fim de entender como o figado lida com esse excesso de DNA aberrante
que aparece, tanto no ambiente extracelular, como no intracelular, nés
decidimos separar as populacbes de células que compdem o figado em dois
grupos e avalia-las quanto a sua capacidade de responder a DNA (Figura 2a).
O primeiro grupo foi composto exclusivamente de células parenquimais, ou
seja, hepatdcitos, que compdem ~80% da massa do érgao. O segundo grupo é
composto de células ndo-parenquimais (NPC), em sua maioria células imunes
residentes, como Kupffers, linfécitos, células NK, células dendriticas e, no caso
de lesdo, neutrdfilos. Em seguida. Isolamos os dois grupos de células de
animais saudaveis (n=4) e avaliamos a expressdo génica dos principais
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sensores de DNA e das citocinas associadas a ativacao dessas vias (figura 2b

e 2c).

Quando comparamos 0S grupos em relacdo a expressdo das vias de
sensores de DNA em condi¢des fisioldgicas, observamos que as estdo
significativamente mais expressas nas NPCs do que nos hepatécitos (figura
2b) Com excecado do aim2, que é ~12 vezes mais expresso nas NPCs, todos
0S outros sensores estdo ao menos 30 vezes mas expressos do que nos
hepatécitos. Em contrapartida, os hepatdcitos expressam naturalmente mais
Interferon do tipo I, tanto o alpha quanto o beta, enquanto os niveis de Il1b ndo
apresentaram diferengas significativas entre as duas populag¢des (figura 2c).
Dessa forma, concluimos que, em condi¢cdes normais, as NPCs estdo mais

capacitadas para detectar o DNA do que os hepatdcitos.
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Figure 2
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Figura 2 Avaliacdo da expressdo de sensores de DNA em diferentes
populacdes de células hepéaticas. (a) Esquema mostrando isolamento de dois
grupos de células hepéticas, parenquimais (hepatdcitos) e ndo-parenquimais
(NPCs), em animais saudaveis. (b) Comparacdo da expressdo génica de
diferentes sensores de DNA e citocinas entre as duas populagdes; a expressao
relativa foi feita utilizando o hepatécito como referéncia. (Mean+SEM; n=4); *p <

0.05 em comparacéo com os hepatdcitos.
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4.3. AS EXPRESSOES DOS SENSORES DE DNA DIVERGEM NAS
POPULACOES HEPATICAS DURANTE A LESAO ESTERIL.

Em seguida, N6s nos perguntamos como estavam as expressdes dos

sensores de DNA e das citocinas apds a administracdo de APAP. Para isso

nés tratamos os animais (n=4) com APAP e avaliamos a expressao génica nas

duas populacdes ao longo do tempo (figura 3a).

Com excecdo do Sting que teve a sua expressdo significativamente
aumentada no ponto de 12 horas apos a administracdo de APAP, todos os
sensores de DNA sofreram downregulation em todos os tempos avaliados
(figura 3b). As NPCs, por sua vez, apresentaram aumento na expressao
génica, com destaque para o ponto de 12 horas, em que 0s hiveis dos
sensores Sting, TIr9 e Aim2 estavam significativamente aumentados em
relacdo ao grupo controle (salina) (figura 3b). O cGas foi 0 Unico que nédo
apresentou aumento significativo, ainda que tenha mostrado um aumento de

~4 vezes 12 horas ap6és a inducdo da lesao (figura 3b).

A producédo de citocinas associadas ao sensing de DNA acompanhou as
variacdes que ocorreram em ambas populacées. Nos hepatdcitos, observamos
uma diminuicdo quase que indetectavel da expressao de IFN | alpha e beta,
enquanto os niveis de ll1b aumentaram significativamente 12 horas apos a
administracdo de APAP (figura 3c). Nas NPCs, todas as citocinas tiveram as
suas expressbes aumentadas significativamente 12 horas apos o tratamento

(figura3c).
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Com excecao do Sting e do Il1b, todos os outros genes avaliados sofreram
downregulation nos hepatdcitos, entretanto todos os genes avaliados estavam
aumentados nas NPCs, sendo que o0 Unico que ndo apresentou aumento
significativo no ponto de 12 horas foi o cGas. Esse panorama fica melhor
evidenciado no heatmap comparando as variacfes das expressdes ao longo do

tempo entre NPCs e hepatdcitos (figura 3d).

Ainda que exista a evidéncia do aumento das expressdes génicas, ainda é
necessario confirmar a producdo das citocinas, uma vez que a transcricdo

génica pode ndo se confirmar em traducéao.
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Figure 3
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Figura 3 Avaliacdo da expressdo de sensores de DNA em diferentes
populacées hepéticas durante a lesdo por APAP. (a) Esquema mostrando
isolamento de dois grupos de células hepéticas, parenquimais (hepatécitos) e
nao-parenquimais (NPCs), em animais tratados com APAP (600mg/kg). (b) e
(c) Comparagédo da expressao génica de diferentes sensores de DNA e
citocinas nos dois grupos de células apés a inducdo da lesdo hepatica; a
expressao relativa foi feita utilizando a populacdo controle (salina) de cada
grupo como referéncia. (d) Heatmap mostrando as variagcdes nas expressoes
génicas em diferentes tempos apds a inducdo da lesdo hepdtica; verde =
diminuicdo da expresséo; preto = nao houve variagdo; vermelho = aumento da
expressdo. (MeanzSEM; n=4); *p < 0.05 em comparag¢ao com os hepatécitos.

4.4, AS CELULAS NAO-PARENQUIMAIS PRODUZEM IFN |
DURANTE A LESAO HEPATICA ESTERIL.

Para confirmar que esta ocorrendo a producédo de IFN | nés recorremos a

duas estratégias diferentes: a primeira foi avaliar a producéo por citometria e a

segunda foi avaliar se a sinalizacdo estaria ocorrendo no ambiente hepético

apos o tratamento com APAP.

Dessa forma, isolamos hepatdcitos nos tempos de 6. 12 e 24 horas apos a
administracdo de APAP (figura 4a) (n=4) e avaliamos a expresséo de Cxcl10,
Rsad2 (Viperin) e Isgl5, genes sabidamente regulados por IFN | (Figura 4b).
Todos 0s genes estavam significativamente aumentados nos hepatécitos 12
horas apos o tratamento com APAP. O Cxcl10 apresentou um aumento de ~50
vezes, enquanto o gene Viperin aumentou ~15 vezes e o Isgl5, por sua vez,
aumentou ~6 vezes (figura 4b). Além disso, como o ponto de 12 horas apos a
inducdo da lesdo mostrou-se critico, nés isolamos NPCs de animais IfnbY ™" P
(n=4) para avaliar a producédo de IFN-B por citometria (figura 4 ¢). O animal
IfnbYFP/YFP

possui 0 mMRNA bicistrénico, ou seja, uma unica fita de mRNA é

capaz de dar origem a duas proteinas distintas. Assim, o IFN- produzido é
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funcional e pode ser secretado, enquanto que a célula que produz fica marcada

com a proteina YFP.

Como mostrado na figura 4d, existe uma producao basal de IFN-B pelas
NPCs, contabilizando ~10% das células. Entretanto, a producdo aumenta nos
animais tratados com APAP, passando a apresentar ~15% das células
produzindo IFN-B. Juntos, esses dados confirmam que ha a producgédo e

sinalizacao de IFN | durante a lesdo aguda estéril causada por APAP.
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Figure 4
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Figura 4 Producédo de IFN I no figado durante a lesdo por APAP. (a) Esquema
mostrando o isolamento das células parenquimais (hepatécitos) em animais
tratados com APAP (600mg/kg). (b) Avaliacdo da expressdo dos genes
regulados por IFN | em hepatécitos apdés a inducdo da lesdo hepatica; a
expressdo relativa foi feita utilizando os hepatdcitos controle (salina) como
referéncia. (c) Esquema mostrando o isolamento das células ndo-parenquimais
de animais Ifnb"™Y " 12 horas apds o tratamento com APAP (600mg/Kg). (d)
Citometria para a avaliacdo da producado de IFN | por células ndo-parenquimais
hepaticas. (MeanSEM; n=4); *p < 0.05 em comparacdo com 0s hepatdcitos
controle.
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4.5, AS CELULAS NAO-PARENQUIMAIS PRODUZEM IFN | NA
LESAO HEPATICA ESTERIL DEVIDO A PRESENCA DE DNA
INTRAVASCULAR.

Para saber se o aumento das expressdoes de sensores de DNA e a
producéo de IFN | estdo associados com a presenca de DNA intravascular, ndés
decidimos tratar os animais com injecdo endovenosa de DNase (1000U/L) nos
tempos de 06, 12 e 24 horas ap0s a administracdo de APAP (figura 5a). Os
animais foram tratados no ponto inicial de 06 horas para que a lesao pudesse

acontecer antes do inicio da administracdo da DNase.

Uma vez que o tempo de 12 horas apdés APAP foi o ponto que apresentou
0S niveis mais significativos de expresséo de sensores de DNA e de producao
de IFN I, este também foi o ponto escolhido para a coleta das NPCs do grupo
tratado com DNase (figura 5a). NO0s observamos uma diminuicéo significativa
dos niveis de expressdo de todos os sensores de DNA guando comparados
com o grupo controle (salina), com excecao do cGas, que também manteve 0s
niveis baixos de expressdo, porém sem significAncia estatistica. Todos o0s
genes retornaram aos niveis de expressao de animais saudaveis (figura 5b) (*
significativo quando comparado com o grupo salina e # quando comparado

com o grupo tratado com Dnase).

Os genes regulados por IFN | também apresentaram expressfes reduzidas
nos hepatoécitos do grupo tratado com DNase. Os genes Cxcl10, Viperin e
Isgl5 estavam significativamente menos expressos quando comparados com 0

grupo tratado somente com APAP (figura 5c). Os niveis de ALT também
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estavam significativamente reduzidos no grupo tratado com Dnase, 0 que

caracteriza menos hepatécitos morrendo por necrose (figura 5d).

As NPCs isoladas de animais Ifnb" ™Y tratados com DNase produzem
menos IFN-B 12 horas apdés a indugéo da lesdo hepatica e apresentam,
aproximadamente, os mesmos niveis de animais controle (figura 5e). Juntos,
estes dados mostram que o aumento das expressdes de sensores de DNA, a
producdo de IFN | e a posterior sinalizacdo nos hepatdcitos estdo diretamente

associadas a presenca do DNA intravascular na lesdo hepatica estéril.

50



Figure 5
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Figura 5 Tratamento com DNase ap0s inducéo de lesao hepatica. (a) Esquema
mostrando os pontos de tratamento com APAP (600mg/kg) e DNase (1000U/L)
nos animais ao longo do tempo. (b) Comparacéo da expressédo génica de
diferentes sensores de DNA e citocinas nas ceélulas n&o-parenquimais
hepéticas, entre os grupos tratados e nao-tratados com DNase. As células
foram coletadas 12 horas apés a administracdo de APAP (600mg/kg) e a
expressao relativa foi feita utilizando as NPCs controle (salina) como
referéncia. (c) Avaliacdo da expressao dos genes regulados por IFN | em
hepatdcitos, nos grupos tratados e ndo-tratados com DNase. As células foram
coletadas 12 e 24 horas ap0s a administracdo de APAP (600mg/kg) e a
expressao relativa foi feita utilizando os hepatocitos do grupo tratado somente
com APAP como referéncia. (d) Dosagem de ALT para avaliar a lesédo hepética
nos pontos de 12 e 24 horas apds o tratamento com DNase. (e) Citometria para
a avaliacdo da producédo de IFN | por células ndo-parenquimais hepaticas, nos
grupos tratados e nao-tratados com DNase. As células foram coletadas de
animais 1fnb"™¥FP 12 horas ap6s a administracdo de APAP (600mg/kg).
(MeantSEM; n=4);* e # = p < 0.05.

4.6. A PRODUCAO DE IFN | AGRAVA A LESAO HEPATICA

Para saber se a producéo e sinalizacdo de IFN | durante a lesdo hepatica
estdo diretamente envolvidas no agravamento da lesao hepética estéril, nds
tratamos animais IFNAR -/- com APAP e isolamos hepatdcitos para avaliar a

expressao de genes regulados por IFN | (figura 6a).

As expressfes de Cxcl10, Viperin e Isgl5 estdo reduzidas nos hepatdcitos
de animais IFNAR -/- tratados com APAP em todos os tempos avaliados, sendo
que a reducéo foi significativa nos tempos de 06 e 12 horas para 0S genes
Cxcl10 e Isg15 e apenas no ponto de 12 horas para o gene Viperin (figura 6b).
Todas as comparacdes foram feitas em relacdo aos hepatdcitos do grupo WT

tratado com APAP.

Além disso, os animais IFNAR -/- tiveram uma taxa de sobrevivéncia de

~70%, enquanto a dos animais WT foi de ~60% (figura 6c) e apresentaram
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niveis significativamente menores de ALT nos tempos de 06 e 12 horas ap6s o
tratamento com APAP (figura 6d). Entretanto, apesar de os niveis de ALT dos
animais IFNAR -/- terem sido menores no tempo de 24h em comparacéo aos
animais WT, eles aumentaram em comparacdo aos tempos de 06 e 12 horas
do proprio grupo IFNAR -/-. Apesar disso, a histologia dos animais IFNAR -/-
apresentou menos pontos de necrose do que a histologia dos animais WT no

tempo de 24 horas apés a administracao de APAP (figura 6e).
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Figure 6
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5. DISCUSSAO

A lesdo hepatica estéril induzida por droga tem aumentado nos ultimos
anos, principalmente nos paises desenvolvidos, onde a venda indiscriminada
de remédios que nao exigem prescricdo meédica tem levado ao uso abusivo de
medicamentos, principalmente como forma de a automedicacdo (Bernal &
Wendon, 2013). No caso do APAP, a lesdo hepatica ocorre, primeiramente,
pela toxicidade da droga e, em um segundo momento, pelo infiltrado

inflamatoério que ocorre devido a liberacdo de DAMPs (Kubes & Mehal, 2012).

A liberacdo de DNA na corrente sanguinea ou sua deposicdo nos tecidos
tem sido o fator chave que desencadeia ou agrava diversas doencas, como
Lupus, artrite e outras doencas autoimunes (Jakobs, Perner, & Hornung, 2015;
Means et al., 2005; Nagata & Kawane, 2011). Durante a lesdo hepatica por
APAP, ocorre a liberacdo e deposi¢cdo de DNA no ambiente intra-hepético e o
hepatécito parece ser a principal fonte desse DNA, pois hepatocitos primarios
de camundongos cultivados com APAP apresentam vesiculas no seu
citoplasma contendo acido nucleico (Marques et al., 2015b). Em condi¢cbes
normais, o DNA se encontra compartimentalizado no nlcleo e nas
mitocondrias, entretanto, quando ocorre o extravasamento ou liberacéo para o
citoplasma, pode ser reconhecido por sensores de DNA citoplasmaticos e
desencadear uma resposta pré-inflamatéria através da producédo de interferon
do tipo | e citocinas pro inflamatorias (Dombrowski et al., 2011; Paludan &
Bowie, 2013; Wu & Chen, 2014). O excesso de células em processo de morte
celular também podem desencadear a producao de interferon do tipo | nas

células fagociticas (Ahn et al., 2012; Ahn et al., 2014; Woo et al., 2014). As vias
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de sensores de DNA podem ser separadas em STING-dependentes ou
independentes. Até o momento, apenas a via do TLR9 e do AIM2 foram
descritas como STING-independentes, pois respondem por outra via que nao
envolve a sinalizacdo para a proteina STING. Por isso, optamos por avaliar o
eixo ja bem descrito do cGas-STING, além das outras vias independentes.
Como o figado é um Orgdo bastante heterogéneo, decidimos estudar a sua
populacdo de células residentes separadamente em dois grupos: parenquimais
(hepatdcitos) e ndo-parenquimais (NPC). Quando nds comparamos o0s dois
grupos, observamos que as NPCs estdo muito mais capacitadas do que os
hepatécitos para fazer o sensing de DNA visto que 0s niveis de expressdo nos
hepatocitos sdo drasticamente inferiores aos das NPCs. O hepatécito murinho
tem, naturalmente, baixas quantidades de STING e cGAS, e a deplec¢ao destes
genes ndo aumenta a suscetibilidade ao virus da hepatite B (HBV) (Thomsen et
al., 2016). Além disso, os hepatdcitos sao células poliploides com grandes
quantidades de mitocondria no seu citoplasma e frequentemente sofrem perda
de cromossomo durante a divisdo celular, pois as fibras do fuso né&o
conseguem se conectar a todos os centrdmeros (Duncan, 2013; Duncan et al.,
2012). Portanto, parte de seu material genético fica fora do nucleo apés o
término da divisao celular, fenbmeno conhecido como “lagging chromosome”, e
a presenca destes sensores em niveis elevados poderia desencadear uma

resposta pré-inflamatoria indevida.

Durante a lesdo por APAP, os hepatécitos reduzem a expressao dos
sensores de DNA a niveis significativamente menores do que os encontrado
em condicdes fisiolégicas, 0 que sugere que a ativacdo das vias de sensores

de DNA pode ndo ser benéfico para a célula, reforcando os argumentos
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apresentados no paragrafo anterior. Surpreendentemente, foi observado um
aumento significativo nos niveis de expressdo de Sting 12 horas apods a
administracdo do APAP, porém esse aumento ndo se refletiu no aumento
concomitante da expresséao de Ifnb e Ifna. O Sting, por si s6, ndo € um sensor
de DNA propriamente dito, mas sim um adaptador central presente no reticulo
endoplasmatico e o aumento dos seus niveis na célula pode néo ser suficiente
para desencadear uma resposta, visto que ele geralmente necessita de um
sinal enviado por outro sensor de DNA ou por bactérias (Barber, 2014; Sun et
al., 2013; Woodward et al., 2010). Além disso, a transcricdo de Sting pode ser
regulada por IFN | (Liu et al.,, 2016; Ma et al., 2015), o que corrobora com
nossos dados sobre a producdo de IFN | por outras células durante a lesao
hepatica estéril. Paradoxalmente, ainda que o Aim2 nos hepatdcitos tenha
sofrido downregulation em todos os tempos avaliados, a expressao de ll1b
apresentou aumento significativo no tempo de 12 horas p6s APAP. A
transcricdo de ll1b pode ser desencadeada por diversos DAMPs além do DNA
e € regulado pelo fator de transcricdo NF-kB. No nosso estudo a sua regulagéao
mostrou-se independente da regulacdo do Aim2. As NPCs aumentaram as
expressbes de todos os sensores de DNA significativamente 12 horas pés
APAP, com excecdo do cGas, bem como de todas as citocinas. Apesar de nédo
ter sido significativo, o cGas teve sua expressdo aumentada em ~4 vezes e
esse aumento se manteve 24 horas p6s APAP. O aumento da expressao de
lI1b foi significativo ja no tempo de 06 horas p6s APAP e nao refletiu o padréao
de aumento observado no Aim2, o que mostra que outras vias estao regulando

esse aumento.
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A producéo de IFN | pelas NPCs foi confirmada por citometria de fluxo,
através de animais Ifnb"™Y*" tratados com APAP. O Aumento da producéo e
IFN-B foi correspondente com aumento da expressdo génica 12 horas pdés
APAP. Além disso, os hepatdcitos apresentaram aumento significativo nos
genes regulados por IFN | 12 horas p6s APAP. Assim, ficou mostrado que as
NPCs estdo produzindo IFN | e esta havendo sinalizac&o do tipo paracrina para

0s hepatdcitos.

Quando administramos DNase nos animais previamente tratados com
APAP, todos os parametros avaliados retornam a niveis similares aos de
animais saudaveis. Isso mostra que o aumento da expressao dos sensores de
DNA nas NPCs, bem como a producéo de IFN | esta diretamente relacionado
com a deposicdo de DNA no figado. Portanto, o DNA é o responsavel pelo
aumento de IFN | durante a lesdo hepatica. Além disso, os animais tratados
com DNase apresentam menores niveis séricos de ALT, o que corresponde a
menor quantidade de hepatdcitos morrendo por necrose. Os animais foram
tratados a partir de 06 horas apds a administracdo de APAP, tempo suficiente
para que a lesdo, o infiltrado inflamatério, na sua maioria neutrofilos, e a

deposicao de DNA ocorressem.

Para entender a influéncia do IFN | na lesédo hepatica estéril, nés utilizamos
animais que n&o possuem o receptor funcional para IFN | (IFNAR -/-). Assim
como nos animais tratados com DNase, ndo houve aumento da expressao dos
genes regulados por IFN I. Os niveis séricos de ALT também estavam
significativamente menores nos animais IFNAR -/-, entretanto 24 horas poés
APAP os animais sofreram uma divergéncia, de forma que metade apresentou

baixos niveis de ALT e a outra metade apresentou niveis similares aos dos
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animais WT. Portanto, a auséncia IFN pode reduzir ou, pelo menos, atrasar a
lesdo hepatica. Ainda, os animais IFNAR-/- apresentaram taxas de
sobrevivéncia de ~70%, 10% a mais do que animais WT. Em concordancia
com o0s nossos dados, (Bachmann, Waibler, Pleli, Pfeilschifter, & Muhl, 2017)
mostrou que o IFN | agrava a lesdao por APAP pois induz o aumento do
estresse oxidativo devido a liberacdo de oxido nitrico nos hepatécitos. Mostra,
também, que animais IFNAR -/- exibem menor lesdo hepatica induzida por
APAP no tempo de 24 horas. Contudo, 0s autores ndo encontraram aumento
de expressao de Ifnb nos tempos de 06 e 24 horas pés APAP e justificaram
que os niveis basais de IFN | seriam suficientes para desencadear aumento de
INOS. O trabalho recente de (Bhattacharya et al., 2015) mostrou a relacdo
entre a producdo de IFN | e a morte de hepatdcitos durante a hepatite viral, em
que o aumento de IFN | no figado causa downregulation de superéxido
dismutase 1 (Sodl) e subsequente necrose de hepatdcitos causada por
estresse oxidativo. No nosso modelo, n6s observamos aumento de expressao

de Sodl em todos os tempos (dado ndo mostrado).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, mostramos que as populacdes residentes do figado séo
muito distintas e respondem de maneira oposta a uma ameaca em potencial.
Assim, mostramos que deposicdo de DNA intravascular induz a producao de
IFN | pelas células ndo-parenquimais e que o aumento de IFN | agrava a lesao
hepatica. Nao ha dados na literatura que mostrem diretamente a producéo de
IFN | durante a lesdo hepatica causada por APAP. Esse trabalho mostra a
importancia de se estudar as populacdes separadamente e ndo somente o
orgdo como um todo e traz uma melhor compreensdo de como o sistema

imune pode estar amplificando a lesao hepatica estéril.
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