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Resumo

Acetaminofeno (APAP) é um anti-inflamatério ndo esteroidal seguro em
doses terapéuticas, no entanto, a sobredose desse farmaco leva ao
desenvolvimento de lesdo hepatica aguda devido a morte de hepatdcitos por
necrose oncotica. APAP é um dos principais farmacos que levam a insuficiéncia
hepatica aguda em paises desenvolvidos, contribuindo para milhares de casos
clinicos que requerem transplante de figado. A morte dos hepatdcitos por
necrose, gera um estimulo inflamatério estéril e neutrofilos s&do rapidamente
recrutados para o local. Devido ao seu potencial de causar dano tecidual
colateral, o neutrdfilo é classicamente visto como uma célula instavel que pode
amplificar a lesdo hepatica induzida por APAP. No entanto, nos ultimos anos,
diversos trabalhos tém demonstrado que neutrofilos podem participar da
resolucdo da inflamagdo. Objetivo: Avaliar a dinamica e alteragdes
transcricionais em neutrdéfilos no figado, medula éssea e sangue durante as
fases de lesdo e reparo do tecido hepatico apds insulto por APAP, bem como o
comportamento desses leucocitos no local da lesdo, correlacionando esses
achados com o potencial papel dos neutréfilos na resolugdo da inflamacgao.
Delineamento experimental: A lesdo hepatica aguda foi induzida por
sobredose de APAP (600mg/Kg), por via oral, em camundongos C57BL/6
fémeas. Avaliamos alteragdes no perfil transcricional, sobrevivéncia, bem como
a dinamica do neutrdfilo no tecido hepatico, medula 6ssea e na circulagcido. Por
microscopia confocal intravital, avaliamos a localizacdo exata e o
comportamento desses leucécitos na lesdo. Resultados e conclusao: Noés
demonstramos que neutréfilos permanecem viaveis por longos periodos apos a
lesdo hepatica, patrulham avidamente hepatocitos mortos e aumentam a
expressdo de genes proé-resolutivos, incluindo Tgf-B, l11r2 e Fpr2. Ainda,
demonstramos que a transferéncia adotiva de neutrofilos resolutivos, extraidos
do figado 72 horas apds o desafio com APAP, para animais nos estagios iniciais
da lesado (6 horas apos APAP), reduziu de forma significativa a lesdo hepatica.
Portanto, fornecemos novas evidéncias de que os neutrofilos podem ter
participacao ativa na resolucao da inflamacéo e, consequentemente, no reparo
tecidual. Palavras-chave: Neutrodfilos; Resolugdo da inflamacgéo; Lesao estéril;
Reparo tecidual; Necrose hepatica



Abstract

Acetaminophen (APAP) is a non-steroidal anti-inflammatory drug safe
when used in therapeutical dosage. However, overdosage of this drug causes
hepatocytes death by oncotic necrosis. APAP overdosage is the leading cause
of acute liver failure in developed countries, contributing for millions of liver
transplant cases. Hepatocytes death by necrosis culminates in the release of
damage-associated molecular patterns into tissue, triggering inflammatory
response and the consequent recruitment of neutrophils into the liver. Due its
potential to cause collateral damage, neutrophil is classically perceived as an
unstable cell, which are responsible to amplify APAP-induced liver injury.
However, liver tissue repair is coincident with the maintenance of neutrophils at
the inflammatory site during all stages of tissue repair. Objective: To evaluate
neutrophil dynamics and transcriptional changes at liver, bone marrow and
peripheral blood during all phases of APAP-induced liver injury and tissue repair,
as well as to evaluate neutrophil behavior at necrotic sites, stressing out the
potential role of neutrophils in resolution of inflammation and tissue repair.
Experimental design: APAP-induced liver injury was performed by the
administration of 600 mg/Kg of APAP, oral route, in female C57BL/6. We
assessed neutrophil transcriptional changes, survival and its dynamics at necrotic
liver, bone marrow and peripheral blood. Using intravital microscopy, we
evaluated the neutrophil behavior within necrotic sites. Results and conclusion:
We found that neutrophils remained viable during longer periods following liver
damage, because they avidly patrolled necrotic areas and up-regulated pro-
resolutive genes, including Tgfb, ll1r2, and Fpr2. Adoptive transference of
resolutive neutrophils harvested from livers at 72 h after injury to mice at the initial
phases of injury (6 h after APAP) significantly rescued organ injury. Thus, we
provide novel insights on the role of neutrophils not only in the injury amplification,

but also in the resolution phases of inflammation.

Keywords: Neutrophil; resolution of inflammation; sterile injury; tissue repair;
liver necrosis
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1. Introdugao

1.1 - Figado: Estrutura e heterogeneidade funcional

O figado € a maior glandula e o segundo maior 6rgao do corpo, podendo
compreender até 2% do peso corporal em humanos e 5% em camundongos
(Dancygier 2010). Anatomicamente, localiza-se no quadrante superior direito da
cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma. O figado € revestido pelo
peritbnio em quase toda a sua extensao, e € envolvido externamente por uma
capsula delgada de tecido conjuntivo, denominada de capsula de Glisson, que
se torna espessa no hilo, regido por onde penetram vasos sanguineos e saem
ductos hepaticos e vasos linfaticos (Vollmar and Menger 2009). O figado é
altamente vascularizado, possuindo fluxo sanguineo de aproximadamente 1,8
litros de sangue por minuto e aporte sanguineo duplo, recebendo sangue venoso
(rico em nutrientes e pouco oxigenado) além de ser irrigado por sangue arterial,
rico em oxigénio (Dancygier 2010). Aproximadamente 20% do volume de sangue
que irriga o figado, chega através da artéria hepatica (ramo do tronco celiaco) e
80% chega através da veia porta que, por sua vez, drena o intestino e outros
orgaos viscerais (Ben-Moshe and Itzkovitz 2019). Portanto, o figado é um 6rgéo
de interface entre o trato digestivo e a circulagdo sanguinea sistémica
(lustracao 1). Dessa forma, por receber o sangue que drena o trato
gastrointestinal, o figado funciona como uma espécie de filtro, realizando
imunovigilancia de tudo que é absorvido pelo intestino, controlando quaisquer
macromoléculas ou antigenos que poderdo, ou nao, atingir a circulagéo

sistémica (Ben-Moshe and ltzkovitz 2019).

O figado desempenha mais de 100 fungbdes conhecidas, incluindo
metabolismo de macronutrientes, regulagéo do volume sanguineo, homeostase
da glicose, homeostase de lipideos e colesterol (Ben-Moshe and ltzkovitz 2019).
Ainda, o figado € responsavel por realizar intrincados processos de
detoxificagdo, fungdes exdcrinas através da producdo de bile e fungdes
endocrinas através da liberagcdo de hormoénios (Ben-Moshe and ltzkovitz 2019).
Em adigdo, o figado € um importante sitio de sintese proteica, produzindo grande
parte das proteinas circulantes no sangue como albumina e fatores de
coagulacao, e dando suporte ao sistema imune através da sintese de proteinas

de fase aguda e do sistema complemento (Gebhardt 1992).
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Essa heterogeneidade funcional do figado € espelhada por sua
composicado celular. O figado é composto por diversos tipos celulares de
diferentes origens embriologicas (Godoy et al. 2013). Cada uma dessas células
possui fungbes unicas que atuam em sinergismo para regular as fungdes
hepaticas em multiplos niveis. A principal célula que constitui o figado é o
hepatécito: célula parenquimal hepatica que constitui 80% da sua massa e 60%
do total de células que compdem o figado (Godoy et al. 2013). Em adicéo, o
figado possui uma grande diversidade de células ndo parenquimais (NPCs), que
inclui células endoteliais, células estreladas, colangidcitos, células de Kupffer e
outras células imunes que dao suporte as fungdes dos hepatécitos (Ben-Moshe
and Itzkovitz 2019). Todas essas células que constituem o figado ndo se
organizam como uma massa uniforme de células. Ao invés disso, os hepatdcitos
e as células n&o parenquimais se organizam em unidades anatbémicas

denominadas Iébulos hepaticos.

Coracgao

ago

llustragao 1: Aporte sanguineo do figado. O figado possui irrigagao sanguinea dupla,
sendo 20% sangue arterial proveniente da artéria hepatica (ramo da artéria celiaca) e
80% de sangue venoso, proveniente da veia porta que, por sua vez, drena intestino,

pancreas, estbmago e baco. Adaptado de (Dancygier 2010).
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1.2 - Lébulo hepatico

O l6bulo hepatico € a unidade estrutural basica do figado. Em cortes
histologicos, os lobulos hepaticos possuem formato hexagonal podendo medir,
aproximadamente, 1 mm de didmetro em humanos e 0,5 mm em camundongos
(Teutsch 2005). Os Iébulos hepaticos sdo separados entre si por septos de tecido
conjuntivo oriundos da capsula de Glisson, que recebe o nome de placa
limitante, sendo mais evidente em alguns animais como, por exemplo, suinos e
equinos, enquanto em humanos e camundongos esse tecido conjuntivo &€ muito
delgado, o que dificulta o estabelecimento do limite exato entre um lébulo
hepatico e os adjacentes (Teutsch 2005). A partir da placa limitante,
principalmente nos veértices dos Iébulos hepaticos, podemos observar a
presencga de vasos e nervos. Esta regido € denominada espago porta e contém
um ramo da artéria hepatica, um ramo da veia porta, um ducto biliar e vasos

linfaticos (llustragao 2).

Os hepatdcitos se organizam radialmente no I6bulo hepatico, arranjados
em formato de corddes de células direcionadas da periferia do I6bulo em direcao
ao centro. Os corddes de hepatdcitos sdo separados por vasos sinusoides, que
sao formados a partir de ramificagdes da veia porta. Os sinusodides também se
distribuem da periferia do I6bulo em diregdo ao centro, onde se encontram e se
fundem para dar origem a veia centrolobular (llustragao 2). Portanto, o fluxo
sanguineo no Iébulo hepatico flui da sua periferia para centro, em direcédo a veia
centrolobular (DeLeve 2013). Sinusoéides hepaticos possuem formato irregular e
sao compostos por uma camada de células endoteliais fenestradas. Além disso,
as células endoteliais sdo separadas dos hepatdcitos por uma lamina basal
descontinua e um espago denominado espago de Disse (DeLeve 2013). Essa
organizagdo das ceélulas endoteliais hepaticas confere a microcirculagdo do
figado uma 6tima troca de macromoléculas com o seu parénquima, garantindo
que hepatdcitos tenham facil acesso as macromoléculas carreadas pelo sangue
(DeLeve 2013). Quando um cordao de hepatécitos se encontra com outro cordao
adjacente, eles podem dar origem ao ducto biliar. O fluxo da bile, no entanto,
ocorre no sentido oposto ao do sangue, ou seja, da regido central em diregdo ao

espaco porta (DeLeve 2013).
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llustragao 2: Estrutura do I6bulo hepatico. O I6bulo hepatico possui formato de uma
coluna hexagonal, sendo separado pelos I6bulos adjacentes por uma fina camada de
tecido conjuntivo. Nos vértices dos I6bulos hepaticos, se encontram ramos da veia porta
(azul) e artéria hepatica (vermelho), bem como ductos biliares (verde). Essa regido &
denominada espaco porta. Os hepatécitos se organizam de forma radial, arranjados

como corddes de células.
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1.3 - Imunologia hepatica: da homeostase a inflamacao

A despeito de suas fungdes metabdlicas, o figado também possui diversas
fungcdes imunoldgicas. Possui posicionamento anatdémico estratégico para
detectar patdogenos que entram no organismo pelo intestino. Em verdade, o
figado contém a maior colegcéo de células fagociticas do corpo e, sua estrutura,
permite o completo acesso desses fagdcitos a circulagdo, favorecendo a
detecgéo, captura e depuragao de bactérias, virus e macromoléculas (Kubes and
Jenne 2018). A subdivisdo da veia porta em milhares de vasos sinusdides, no
figado, reduz consideravelmente a velocidade do fluxo sanguineo. Nesse
sentido, a velocidade do fluxo sanguineo nos sinusdides hepaticos é
aproximadamente metade da observada nos demais leitos capilares,
maximizando a probabilidade de que um patégeno ou macromolécula seja

detectada pelo sistema imune hepatico (Oda, Yokomori and Han 2003).

No lumen dos sinusdides hepaticos, ancorados as células endoteliais, séo
encontrados os macréfagos residentes do figado, denominados células de
Kupffer. Células de Kupffer constituem até 90% da populacdo total de
macrofagos em humanos e representam, aproximadamente, 30% de todas as
NPCs do figado (Bilzer, Roggel and Gerbes 2006). As células de Kupffer sdo
equipadas com um extenso repertério de receptores de reconhecimento de
padrao, receptores para complemento e receptores Fc, através dos quais eles
podem reconhecer e fagocitar patégenos, moléculas ou células velhas presentes
na circulagéo (Robinson, Harmon and O'Farrelly 2016). Dessa forma, juntamente
com as células endoteliais hepaticas, as células de Kupffer formam o maior
sistema reticulo endotelial do organismo, cuja principal fungdo é capturar
patdogenos, antigenos e células velhas que precisam ser eliminadas da
circulacéo (Dixon et al. 2013). O figado € constantemente bombardeado com
produtos bacterianos derivados da microbiota presente no intestino, bem como
diversos produtos oriundos da dieta com potencial de desencadear uma resposta
inflamatdria. Desse modo, as células de Kupffer precisam discriminar quando
uma resposta imune deve ser iniciada ou néo e, por isso, sao parte integral da

fungdo de imunotolerancia e imunovigilancia realizada pelo figado.

O espectro completo de células imunes que residem no figado ainda n&o
€ completamente conhecido. No entanto, além das células de Kupffer, o figado
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possui células dendriticas e uma diversa populacédo de células linfoides como,
por exemplo, células NK, iNKT, linfécitos T, linfécitos B, dentre outros (Robinson
et al. 2016, Nakagaki et al. 2018) (llustragdo 3). Essa populagcédo de células
imunes residentes possui papel chave na manutencdo da homeostase hepatica.
Além das células imunes residentes, o rapido recrutamento de neutréfilos e

monacitos é parte integral da imunologia hepatica.

Embora o figado seja descrito como um d&rgdo imunologicamente
tolerante, € evidente que, sob o devido estimulo, o figado € capaz de gerar uma
rapida e robusta resposta imune. Esse equilibrio entre imunotoleréncia e a
capacidade de montar uma resposta inflamatéria robusta, € mediada por
diversas interacbes que ocorrem entre as populagdes de células imunes
residentes e as ceélulas que sao recrutadas para o figado (Kubes and Jenne
2018). Essa equalizacado balanceada da resposta imune hepatica é essencial
para a homeostase do figado. Em situagdes em que a resposta imune € ativada
de modo inapropriado ou mantida de maneira cronica, ocorre o surgimento de
patologias hepaticas. Por outro lado, a falha em montar uma resposta
inflamatdria eficiente, pode resultar no estabelecimento de infecgbes sistémicas
virais e bacterianas (Kubes and Jenne 2018). A ativacao da resposta imune no
figado é multifatorial, mas podemos destacar a lesdo hepatica aguda como um

evento comum em iniciar uma resposta imune no figado.
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iNKT

Células residentes, produzem mediadores pré
inflamatérios e pré-resolutivos. Modula a
imunidade local e sistémica.

CélulaT CD8*

Citotéxica. Responséavel por liberar citocinas
pré-inflamatdrias e eliminar infecgdes virais.
Poucas células T CD8* residem no figado mas
sdo rapidamente recrutadas durante infecgdo
ou lesdo.

Neutrdfilos

Patrulham constantemente os sinusdides
hepéticos e sdo rapidamente recrutados
durante infecgdo ou lesdo. Um dos principais
fagoécitos responsaveis pelo clearance de
patégenos. Podem causar dano colateral ao
figado.

Envolvidono reparo tecidual?

Kupffer

Macroéfagos residentes nos sinuséides hepaticos.
Expressam diversos receptores imunes e atipicos.
Possui papel fundamental na detecgdo, captura e

Célula T CD4*

Multiplos subtipos (Th1, Th2, Th17). Sdo células
principalmente  imunomodulatdrias.  Embora
poucas sejam  residentes, podem  ser
rapidamente recrutadas durante lesdo ou
infecgdo.

Hepatdcitos

Apresentacdo de antigeno via MHC-I e -l e via
CD1d. Responsaveis por manter o cardter de
imunotolerdncia do figado. Produzem proteinas
de fase aguda e complemento.

Mondcitos

Multiplos  subtipos  (CCR2*, prdé-inflamatdrio,
CX3CR1* resolutivo). Produzem uma variedade de
mediadores inflamatdrios e também estdo
envolvidos na mitigagdo do dano e reparo tecidual.
Podem se diferenciar em macréfagos e ajudar a
reestabelecer a populagdo de células de Kupffer.

eliminagdo de patégenos e células velhas.
Apresentam antigenos via MHC-l e —Il e CD1d.
Responsaveis por manter o cardter imunotolerante
do figado mas também produzem mediadores pré-
inflamatérios para iniciar uma resposta imune no
figado.

llustragdo 3: Células hepaticas e suas fungdes imunes. Imagem representativa das
células imunes do figado. INKT é visualizada por CXCR6-GFP* (verde claro).
Hepatécitos sdo visiveis devido sua auto fluorescéncia quando incididos com laser 488
(verde escuro). Célula T CD8* marcada com anti-CD8 (Ciano). Célula T CD4* marcado
com anti-CD4 (Azul). Neutréfilos marcados com anti-Ly6G (roxo). Células de Kupffer
foram marcadas com anti-F4/80 (vermelho). Finalmente, mondcitos foram identificados
como CD11b*, F4/80" e Ly6G™ (Amarelo). Adaptado de (Kubes and Jenne 2018).

1.4 - Lesao hepatica aguda

A etiologia da lesédo hepatica aguda (LHA) é bastante diversa e pode ser
causada devido a infecgdo por patdégenos (hepatites virais), podem ter origem
hereditaria (doenga de Wilson), metabdlica (esteatose hepatica), isquémica ou
devido a insultos causados pela biotransformacgéao de farmacos (Bernal et al.
2010). Embora o figado seja descrito como um 6rgdo com grande capacidade
regenerativa, uma lesdo persistente pode comprometer o funcionamento
hepatico, gerar fibrose, cancer e levar a faléncia hepatica aguda (FHA) (Kubes
and Jenne 2018). Em verdade, o figado é um 6rgao altamente suscetivel a
lesdes necrdticas. Seu posicionamento anatdmico e funcdo metabdlica uUnica,

expbe o figado a uma diversidade de toxinas, insultos provenientes da dieta,
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alcool e varios farmacos com potencial hepatotéxico. Neste trabalho, no entanto,

focaremos na lesdo hepatica induzida por medicamentos.

O figado € o principal 6rgédo responsavel pela biotransformagédo de
farmacos, principalmente aqueles administrados por via oral. Os subprodutos
téxicos produzidos pela biotransformacgao dessas substancias, tornam o figado
um orgdo muito suscetivel a lesbes e ao desenvolvimento de hepatite
medicamentosa (European Association for the Study of the Liver. Electronic
address et al. 2019). Hepatite medicamentosa ou do inglés, Drug Induced Liver
Injury (DILI) é o segundo maior tipo de LHA grave em paises desenvolvidos,
sendo responsavel por aproximadamente 15% dos casos, ficando atras apenas
da hepatite isquémica (Breu et al. 2019). No entanto, DILI possui pior
progndstico, visto que é a causa mais comum de evolu¢do de lesdo hepatica
aguda para faléncia FHA, sendo responsavel por 60% dos casos de FHA (Lee
2008). Dentre os farmacos com potencial hepatotdéxico, paracetamol é o

principal agente causador de hepatite medicamentosa.
1.5 - Paracetamol: farmacologia e toxicidade

Paracetamol ou Acetaminofeno (APAP), € um anti-inflamatério n&o
esteroidal (AINE) descoberto na Alemanha em 1877 e sintetizado pela Bayer. No
entanto, sua comercializagao s6 ocorreu a partir dos anos 1955, vendido como
um antipirético e analgésico para criangas sob nome registrado de “Tylenol, Elixir
das criangas” (Brune, Renner and Tiegs 2015). Em relagdo a sua
farmacodinamica, APAP atua de modo semelhante aos demais AINES, ou seja,
através da inibicdo da atividade das enzimas ciclooxigenases (COX). Em seu
trabalho laureado com o prémio Nobel, Vane demonstrou que AINEs agem
através da inibicao da ag¢ao das enzimas COX e, consequentemente, inibem a
producao de prostaglandinas (mediadores lipidicos pré-inflamatérios derivados
do acido araquidénico) (Vane 1971). Prostaglandinas sao associadas ao
desenvolvimento de hiperalgesia, febre e inflamagdo (Vane 1971). Portanto,
AINEs, de um modo geral, possuem acdo analgésica, antipirética e
antiinflamatoria. Quimicamente, APAP & um fenol (llustragao 4) e grupamentos
fendis possuem, como caracteristica geral, uma alta facilidade em sofrer

oxidacdo. Essa oxidacao, inclusive, € essencial para a agdo do APAP em inibir
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a atividade de COX-1 e COX-2, uma vez que ele acaba servindo como substrato

para a agao peroxidase dessas duas enzimas (Graham et al. 2013).

Quanto a sua farmacocinética, APAP € um acido fraco (pKa = 9,7) e, por
isso, é encontrado de forma nao ionizada em pH fisiolégico (Graham et al. 2013).
Possui coeficiente de particdo octanol/agua de 3,2, o que indica que sua difuséo
passiva entre as células é provavel. Além disso, o volume de distribuicdo do
APAP é de aproximadamente 50 L, o que indica que o APAP se distribui pelo
organismo sem ligag&o aparente a tecidos e proteinas plasmaticas (Graham et
al. 2013). Essa falta de acumulo do APAP em tecidos, juntamente com sua baixa
ligacado a proteinas plasmaticas, indica que a concentragcao de APAP utilizada
em experimentos realizados in vitro possui correlacdo direta com suas
concentragdes in vivo. APAP possui alta biodisponibilidade quando administrado
por via oral (aproximadamente 88%), sendo bem absorvido no intestino e
atingindo seu pico de concentragao plasmatica dentro dos primeiros 90 minutos
apos a ingestdo (Hodgman and Garrard 2012). Uma vez que o APAP néo se liga
amplamente a proteinas plasmaticas, possui meia vida de, aproximadamente,
1,5 — 2,5 horas quando administrado em dose terapéutica e de 4 — 8 horas em
caso de superdosagem (McGill and Jaeschke 2013). O aumento da meia vida do
APAP em casos de superdosagem, no entanto, ocorre devido a redugao do seu
metabolismo e consequente redugdo na sua taxa de depuragdo (McGill and
Jaeschke 2013).

A Dbiotransformacdo do APAP ocorre, principalmente, no reticulo
endoplasmatico liso dos hepatécitos. Em dosagem terapéutica, cerca de 50 —
60% do APAP é convertido a glicuronideos inativos, através da acao de enzimas
glucoronil transferases, e cerca de 30 — 40% é conjugado a sulfatos pela acao
das enzimas sulfotransferases (Mazaleuskaya et al. 2015). Entre 5 — 10% do
APAP é metabolizado pela via do citocromo P-450 e menos de 5% é excretado
diretamente na urina como conjugados de cisteina e acido mercapturico
(Mazaleuskaya et al. 2015). Embora seja seguro em doses terapéuticas (~4 g/dia
em adultos), em casos de sobredosagem a via de sulfatagéo e, posteriormente,
a via de glicuronidagao se tornam saturadas e a quantidade de APAP que passa
a ser metabolizada pela via do citocromo P-450 aumenta consideravelmente

(Mazaleuskaya et al. 2015). De um modo geral, a biotransformacgédo de
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substancias pela via do citocromo P-450 ocorre em uma reacao de duas etapas,
sendo que a primeira etapa consiste em uma reacao de oxidagao, gerando um
composto intermediario toxico. Na segunda fase, esse composto intermediario é
rapidamente conjugado a glutationa, resultando em um composto inerte. A
isoforma mais importante do citocromo P-450 na biotransformac&o do APAP é a
CYP2E1, embora a CYP3A4 e CYP1A2 também estejam envolvidas (James,
Mayeux and Hinson 2003). A CYP2E1 realiza a hidroxilagdo do APAP dando
origem ao composto intermediario N-acetil-p-amino-benzoquinonaimina
(NAPQI), que é altamente reativo e, por isso, toxico (James et al. 2003). A
segunda fase da reacédo envolve a conjugacédo do NAPQI ao grupo sulfidrila
presentes na glutationa (llustragao 4). No entanto, o estoque de glutationa &
limitado e, em casos de sobredose de APAP, o estoque de glutationa é esgotado
e o NAPQI passa a reagir com proteinas dos hepatocitos, incluindo proteinas
mitocondriais (Yoon et al. 2016, Hodgman and Garrard 2012, Mazaleuskaya et
al. 2015). Como consequéncia, ocorre a redu¢ao na produgéo de energia, bem
como a perda de proteinas envolvidas no controle de ions, gerando um estresse
oxidativo e a consequente morte dos hepatdcitos por necrose oncética (Yoon et
al. 2016).

A morte de hepatdcitos por necrose € um evento abrupto, em que a célula
nao tem tempo ou energia para clivar e empacotar seu conteudo intracelular em
vesiculas, como ocorre na apoptose (James et al. 2003). Dessa forma, a
membrana plasmatica perde sua integridade e o conteudo intracelular € exposto
no tecido onde, agora, passa a agir como padrao molecular associado ao dano
(DAMPs) e atua como potente indutor da inflamagao aguda (Marques et al.
2012).

21



Acetaminophen
H
NCOCH; NADPH NCOCH;

02\’

Cytochrome P450

N-Acetyl-p-Benzoquinoneimine

?
o]
Nucleophilic
Macromolecules TOXICITY
H
NCQCH; 2
o Q
I
Conjugate + I Macromolecule
N\ + Y.
Elimination

llustragcdo 4: Biotransformagcdo do APAP. O APAP ¢ preferencialmente
biotransformado por sua conjugacao a grupos glicuronil ou sulfatos e apenas uma
pequena parte vai para a oxidagao na via do citocromo P-450. No entanto, em casos de
sobredose, a oxidagdo do APAP pelo citocromo P-450 aumenta, gerando excessos do
composto téxico intermediario NAPQI, que excedem a capacidade antioxidante da
glutationa resultando em estresse oxidativo e morte dos hepatdcitos por necrose

oncotica. Adaptado de (James et al. 2003).

1.6 - Inflamagao aguda

John Hunter, um médico cirurgido escocés, em 1794, escreveu que “A
inflamac&o por si ndo deve ser considerada uma doenga, mas, sim, uma
operagao salutar que ocorre em resposta a alguma violéncia ou doenga”. Essa
visao sobre a resposta inflamatdria foi o primeiro passo para a atual definicao de
inflamac&o aguda: uma resposta salutar do organismo a infeccdo ou dano
tecidual, cujo proposito é restaurar a homeostase do tecido (Alessandri et al.
2013). No entanto, embora a inflamagao aguda seja um processo fisioldgico, se
ela se tornar crénica, pode levar a amplificacdo do dano tecidual e causar

disfuncdo do o6rgédo (Alessandri et al. 2013). Macroscopicamente, a resposta
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inflamatdria é clinicamente reconhecida pelos seus 5 sinais cardinais: calor,
rubor, edema, dor e perda de fungao, sendo que os quatro primeiros ja haviam
sido descritos no século 1 por Cornelius Celsus. Microscopicamente, a
inflamacg&o aguda é caracterizada pelo recrutamento de leucdcitos para o local
do estimulo inflamatério, principalmente neutréfilos e, subsequentemente,

mondcitos inflamatdrios (Alessandri et al. 2013).

Nesse sentido, apds a lesdo hepatica induzida pela sobredose de APAP,
inicia-se uma resposta inflamatéria aguda no figado, caracterizada pelo rapido e
expressivo recrutamento de neutroéfilos para o tecido hepatico. A presenca de
neutrofilos na lesao hepatica induzida por sobredose de APAP foi reportada em
1973 (Mitchell et al. 1973) e, desde entdo, o papel do neutrofilo no curso da lesao
hepatica ainda permanece um tema de debate.

1.7 - Neutrofilo

Neutrofilos sdo os leucécitos mais abundantes na circulagdo humana,
correspondendo entre 40 — 60% dos leucocitos circulantes (Ley et al. 2018).
Além de estar presente em grande numero, neutrdéfilos séo células com elevada
capacidade moével, e sdo equipados com uma diversidade de receptores de
membrana capazes de reconhecer e responder a diversos estimulos
inflamatorios (Tabela 1) (Futosi, Fodor and Mocsai 2013). Essas caracteristicas
fazem com que os neutréfilos sejam uma das primeiras células a serem
recrutadas para o local do estimulo inflamatério. Por esse motivo, quando
falamos sobre inflamagao aguda, o neutrdfilo €, provavelmente, a primeira célula
que vem a nossa cabeca. Neutrdéfilos, juntamente com basdéfilos e eosindfilos,
sdo agrupados e classificados como granuldcitos. Granuldcitos séo
diferenciados dos demais leucdcitos, principalmente, com base na sua
morfologia devido a presenga de nucleo segmentado, e as suas propriedades
caracteristicas quando marcados com corantes acido-base, visto que pode-se

observar a presenca de granulos citoplasmaticos (Hartenstein 2006).
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1.8 - O nascimento do neutroéfilo

Neutréfilos sdo produzidos diariamente na medula éssea. E estimado que,
em um humano saudavel, sejam produzidos 1x10° neutréfilos/Kg/dia e esse
numero pode aumentar em até 10 vezes quando ocorre estimulo inflamatorio
(Kolaczkowska and Kubes 2013). Neutrofilos sdo originados a partir de células
tronco hematopoiéticas, denominadas HSCs, que dar&o origem a um progenitor
mieloide comum. Esse progenitor mieloide comum, por sua vez, da origem as
células progenitoras de granul6citos-mondcitos (Alvarenga et al. 2018a). A célula
progenitora de granulécitos-mondcitos € comprometida com a formacgao de
monacitos e granuldcitos e, neste caso, dara origem aos mieloblastos, célula que
passara por diversos estagios de maturagao até dar origem ao neutrofilo maduro.
A saber, os estagios de maturagédo s&o: mieloblastos, promielécitos, mielécitos,
meta mieldcitos, bastonetes e, finalmente, neutréfilos maduros (Alvarenga et al.
2018a). E estimado que o neutréfilo demore cerca de dez dias para atingir a
maturagcdo completa antes de ser liberado para a circulagao (Kubes 2018). Uma
vez na circulagédo, na auséncia de um estimulo inflamatério, € bem aceito que
neutréfilos morram apos 24 horas (Kubes 2018). Portanto, neutréfilos passam
mais tempo na medula éssea durante seu processo de maturagdo do que na

circulagao sistémica.

A regulacdo do numero de neutréfilos no organismo é dependente do
numero de neutréfilos em apoptose que sdo fagocitados por macréfagos
teciduais, principalmente nos sistemas reticulo-endotelial (Kubes 2018).
Aparentemente, a eferocitose desses neutrofilos induz a diminui¢do da produgao
da citocina IL-23, o que leva a redugao na producgao de IL-17 por células T (gama-
delta) culminando na menor produgdo de fator estimulador de colbnias de
granulécitos (G-CSF) (Stark et al. 2005). O contrario também é verdade, a
diminuicdo na eferocitose de neutrofilos aumenta a produgdo de IL-23, que
aumenta os niveis de IL-17 e estimula a produgdo de G-CSF, culminando na
maior producdo de neutréfilos na medula. Uma vez maduro, os neutroéfilos
deixam a medula 6ssea em direcdo a circulagdo sistémica. O egresso de
neutréfilos da medula déssea é regulado, de maneira antagbnica, pela sua
expressao dos receptores de quimiocinas CXCR2 e CXCR4 (Eash et al. 2010).

Dessa forma, enquanto a ativagdo de CXCR2 facilita o egresso de neutrofilos, a
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ativacdo de CXCR4 retém ou direciona, para a medula, neutrofilos velhos (Wang

et al. 2017).

GPCRs
FPR1
FPR2

FPR3
LTB4R1
LTB4R2

PAFR

C5aR
CXCR1
CXCR2
CXCR4

CCR1

CCR2

Tabela 1: Receptores

FcRs
FcyR1
FcyRIIA (Humano)
FcyRIIB

FcyRllI

(camundongo)
FcyRIIIB (humano)

FcyRIV

(camundongo)
FcaRIl (humano)
FceRI

FceRIl

(Futosi et al. 2013).

Adesao

L-selectina

PSGL-1

LFA-1

Mac-1

VLA-4

Citocinas
IL-4R
IL-6R

IL-12R

IL-15R

G-CSFR

GM-CSFR

IFNAR
IFNGR
IL_10R
IL-1RI

IL-1RII
IL-18R
TNFR1
TNFR2

Fas
RANK
TRAIL-R2

TRAIL-R3

Imunidade Inata

TLR1

TLR2

TLR4

TLRS

TLR6

TLR8

TLR9

Dectin-1

Mincle

MDL-1

Mcl

CLEC-2

NOD2

NLRP3

RIG-1

MDA5

essenciais para as fungoes dos neutréfilos. Adaptado de
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1.9 - Granulopoiese em neutréfilos

Neutrofilos possuem 4 tipos diferentes de granulos em seu citoplasma.
Esses gréanulos sao essenciais para essas células desempenharem seu papel
fundamental na imunidade inata. Os granulos sdo um importante reservatorio de
proteases e componentes antimicrobianos, além de conterem um arsenal de
receptores importantes no processo de migragdo dos neutréfilos em diregao ao
local do estimulo inflamatério (Alvarenga et al. 2018a). A mobilizacdo
coordenada desses granulos é o que transforma os neutréfilos de uma célula

circulante passiva em um potente efetor da inflamagéo aguda.

A granulopoiese ocorre de modo sequencial durante o processo de
maturacao dos neutréfilos na medula 6ssea. Desse modo, os granulos recebem
nomes de acordo com a ordem em que sao formados, sendo denominados
granulos primarios, secundarios, terciarios ou quaternarios (Cowland and
Borregaard 2016). A granulopoiese tém inicio quando mieloblastos se
diferenciam em promielécitos (llustragao 5). Promielécitos sdo caracterizados
pela presenca de nucleo arredondado e pelo surgimento dos granulos primarios
(também denominados de granulos azurofilos). Esses gréanulos séo ricos em
mieloperoxidase (MPQO), a peroxidase caracteristica de neutrofilos e, por isso,
esse granulo também é denominado de granulo positivo para peroxidase (Spicer
and Hardin 1969). Portanto, os demais granulos que serdo formados séao
denominados granulos negativos para peroxidase e sao subdivididos em
granulos secundarios (ou especificos) e granulos terciarios (ou gelatinase). Os
granulos quaternarios (também denominados vesiculas secretérias) sé&o
formados nos estagios finais da maturagao do neutréfilo através de invaginagdes
da membrana plasmatica. Portanto, vesiculas secretoras sdo um grande

reservatorio de receptores de membrana (Sengelov et al. 1995).
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O Gréanulos Secundarios

O Granulos Terciarios

@ Vesiculas secretoras

llustragao 5: A granulopoiese em neutréfilos. Os granulos dos neutrdfilos surgem de
maneira sequencial durante a sua maturacido na medula éssea. A granulopoiese se
inicia nos promielécitos (PM), quando sdo formados os granulos primarios. Em seguida,
na fase de mielocitos (MC) e metamielécitos (MM), sdo formados os granulos
secundarios. Os granulos terciarios se formam durante a fase de bastonetes (BC) e nos
neutréfilos maduros (PMN). Finalmente, os granulos quaternarios se formam apenas no
neutréfilo maduro devido a invaginagdes da membrana. Adaptado de (Alvarenga et al.
2018a).

A liberagédo dos granulos pelos neutréfilos, ou degranulagdo, ocorre na
ordem inversa em que os granulos sao produzidos. Nesse sentido, a
degranulacdo ocorre a partir dos granulos quaternarios, seguido dos granulos
terciarios, secundarios e primarios (Sengelov et al. 1995). Enquanto a
heterogeneidade dos granulos € explicada pelos estagios do desenvolvimento
do neutréfilo em que sao formados, as diferentes propensdes de serem liberados
na ordem inversa ainda ndo sao completamente compreendidas. No entanto,
essa ordem na degranulagdo é extremamente importante para a fisiologia e
fungao dos neutrdéfilos. Em um modelo de migracéo in vivo, foi demonstrado que
100% das vesiculas secretoras se fundem com a membrana plasmatica durante

a diapedese, seguido por 40% dos granulos terciarios, 25% dos granulos
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secundarios e 7% dos granulos primarios (Sengelov et al. 1995). A mobilizagéo
das vesiculas secretérias é de extrema importancia no inicio da diapedese, visto
que fornece diversos receptores relevantes para esse processo. A subsequente
mobilizacdo dos grénulos terciarios, ricos em metaloproteinases, € importante
para romper a membrana basal. Portanto, esse programa sequencial de
degranulacao garante ao neutréfilo uma maquinaria intracelular capaz de
aumentar seu potencial de migragao, tanto no sentido de reconhecer estimulos,

quanto de digerir tecidos para chegar ao local do estimulo inflamatério.
1.10 - Mecanismos de recrutamento de neutréfilos

A resposta dos neutréfilos a um estimulo inflamatério é extremamente
rapida. Isso ocorre, principalmente, por que os neutréfilos ja4 possuem
sintetizados em seus granulos tudo o que precisam para i) perceber e chegar até
o local do estimulo e ii) produzir e liberar potentes oxidantes e proteases dentro
de poucos minutos apos detectar o patogeno (Kubes 2018). O estimulo inicial
responsavel por engatilhar o recrutamento de neutréfilos €, em grande parte,
desempenhado pelas células imunes residentes nos tecidos. Essas células,
incluindo macrofagos e células dendriticas, reconhecem padrdes moleculares
associado a patogenos (PAMPs) e DAMPs. Em resposta, liberam mediadores
inflamatorios que estabelecem um gradiente de moléculas quimiotaticas ao
longo do tecido (Kubes 2018). Esses mediadores serdo reconhecidos pelos
diversos receptores expressos por neutréfilos, por exemplo, receptores
acoplados a proteina G, receptores Fc, selectinas e integrinas, receptores do tipo
Toll, receptores de lectinas, etc. (Tabela 1) (Futosi et al. 2013).

A migrag&o dos neutréfilos para a maioria dos tecidos ocorre de acordo
com a classica cascata de 5 etapas: captura, rolamento, adesao, rastejamento e
transmigracédo. O primeiro passo, captura, envolve a formacao de interagbes
entre as células endoteliais e os neutrdéfilos. Mediadores inflamatoérios ativam
células endoteliais das vénulas pos capilares, o que leva ao aumento na sua
expressdao de P-selectinas e E-selectinas (Nourshargh and Alon 2014).
Selectinas nas células endoteliais se ligam aos seus ligantes glicosilados
presentes nos neutrofilos, PSGL-1. Apds a captura, os neutrofilos comegam a
rolar sobre o leito vascular, na dire¢ao do fluxo sanguineo, devido as forgas de
cisalhamento (Nourshargh and Alon 2014). Durante essa interagdo com células
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endoteliais, neutrdfilos interagem com quimiocinas aprisionadas (devido a
interacbes eletrostaticas) no glicocalix das células endoteliais. Essas
quimiocinas induzem sinais intracelulares heterélogos que levam a alteragéo
conformacional e a subsequente ativagdo de (2-integrinas (LFA-1, MAC-1)
(Zarbock et al. 2011). Essas integrinas se ligam a ICAM1 e ICAM2 presente na
superficie das células endoteliais levando a adesao mais firme dos neutrofilos
(Zarbock et al. 2011). O neutréfilo comega, entdo, a rastejar pela parede dos
vasos, procurando ativamente o melhor local para realizar a transmigracao
(Jenne and Kubes 2013). A transmigragéo s6 é completada quando o neutrofilo
atravessa o endotélio e a lamina basal, processo que pode durar entre 5 e 20

minutos (Ley et al. 2007) (llustragao 6).

O recrutamento de neutrofilos para o figado, no entanto, ocorre de
maneira ligeiramente diferente. Isso ocorre devido a auséncia de juncgdes
oclusivas e lamina basal nas células endoteliais sinusoidais do figado (LSECs).
Além disso, os sinusodides hepaticos sdo fenestrados, o que facilita a
transmigracdo de neutrdfilos (Lalor et al. 2002). Outra particularidade, é que
LSECs nao expressam VE-caderina, CD31 e CD34 e possui baixa expressao de
VECAM-1 (Scoazec and Feldmann 1994). Apds atravessar o endotélio, os
neutréfilos chegam ao espaco de Disse, o que fornece aos neutrofilos um facil
acesso ao parénquima hepatico. Estudos demonstraram que o papel de
moléculas de adesao na transmigracao de neutrofilos para o figado depende do
estimulo. Em um modelo de endotoxemia induzida por LPS, ocorre a reducao na
expressdo de CD18 em neutrofilos e, nesse caso, a transmigragdo ocorre de
maneira dependente da interacdo entre CD44 em neutrofilos com acido
hialurénico nas LSECs (McDonald et al. 2008). No entanto, em um modelo de
lesao estéril induzida por queimadura focal, ndo houve contribuicdo de CD44,
enquanto CD18 teve papel fundamental para a transmigragdo de neutrofilos
(McDonald et al. 2010) (llustragao 6).
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mecanismo classico de recrutamento de neutrdéfilos envolve uma intrincada sequéncia
de eventos que culminam na diapedese do neutrdfilo. No figado, no entanto, a
diapedese € um evento mais simples e rapido, em grande parte devido a fenestras e
auséncia de lamina basal nas LSECs, bem como a presenga de espacgo de Disse entre

as LSECs e os hepatécitos adjacentes. Adaptado de (Alvarenga et al. 2018a).

1.11 — Neutréfilos e a resolugao da inflamagao

Nosso conhecimento sobre as funcdes proé-inflamatoérias do neutréfilo é
muito maior do que nosso, recém emergente, conhecimento sobre as suas
fungdes pro-resolutivas. Sem duvidas, o neutrofilo possui fungdes essenciais nos
momentos iniciais da inflamagao aguda, no entanto, nas ultimas duas décadas,
vem se tornando cada vez mais evidente que os neutréfilos podem, também, ter
papel fundamental na resolugdo da inflamagao e reparo tecidual (Jones et al.
2016). Nesse sentido, diversos trabalhos vém demonstrando que neutrofilos
podem orquestrar ativamente a resolu¢ao da inflamagao através da produgao e

liberacao in situ de mediadores pro-resolutivos (Perretti et al. 2000, Jones et al.
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2016, Bourke et al. 2003, Martin et al. 2013). Portanto, neutréfilos possuem o
potencial de alterar o micro ambiente inflamatério, induzindo a resolucado da
inflamacdo e o consequente retorno a homeostase tecidual. Além disso,
neutréfilos podem ajudar no processo de angiogénese apos uma leséo tecidual,
evento essencial para o retorno do tecido a homeostase. Neutrofilos possuem
estocados em seus granulos secundarios, grandes quantidades de fatores de
crescimento vascular (Gong and Koh 2010). Além disso, a propria produgéo e
liberagao, pelos neutrofilos, de quimiocinas ELR™ (tipicos ligantes dos receptores
CXCR1 e CXCR2) podem estimular a angiogénese através da ativagdo de
receptores CXCR2 em células endoteliais (Heidemann et al. 2003, Addison et al.
2000, Benelli et al. 2002). Um trabalho recente também demonstrou que
neutréfilos participam ativamente da resolugdo da inflamacédo através da
liberacdo de microRNA-223, que esta associado com a alteragdo no perfil de
macrofagos de pré-infamatorio para pro-resolutivo (Calvente et al. 2019). Ainda,
neutréfilos liberam microvesiculas (microparticulas) contendo anexina A1 e
fosfatidilserina em sua membrana, que também atuam na reprogramacao de

macrofagos (Jones et al. 2016).

A inflamagao aguda é um processo espacgo-temporal e, desse modo, o
papel do neutrofilo no curso da inflamacdo pode ser governado pela sua
localizagdo, bem como pelo momento em que a resposta inflamatoria se
encontra. Atualmente ja € bem descrito e aceito que os neutrdfilos, mesmo apods
sua ativacao, possuem perfil transcricional ativo sendo capazes de alterar sua
expressado génica durante respostas inflamatorias (Ericson et al. 2014). Nesse
sentido, neutréfilos poderiam alterar seu perfil de pro-inflamatoéria para uma um
carater mais pro-resolutivo e apresentar, também, um importante papel na
resolucao da inflamagéao aguda hepatica induzida por APAP. Em um trabalho
recente do nosso grupo, demonstramos que a presencga de neutréfilos no tecido
hepatico é fundamental para permitir o rapido reparo do figado apds leséo esteéril
(Alvarenga et al. 2018b).
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2. Justificativa

Hepatite medicamentosa € uma condicio séria que pode levar a faléncia
hepatica aguda (David and Hamilton 2010). Atualmente, estima-se que 50% dos
casos de faléncia hepatica aguda na Europa e Estados Unidos seja devido a
superdosagens de paracetamol (Lee 2013). Esse elevado numero de casos
pode ser atribuido a alta disponibilidade de paracetamol, bem como ao seu facil
acesso, uma vez que € vendido sem a necessidade de prescricdo médica.
Atualmente, a unica opgéao terapéutica em casos de superdosagens é restrita a
administracao de N-acetil-cisteina até 12 horas apés a intoxicacdo com APAP e,
em casos graves, a unica opgao efetiva é o transplante de figado. No entanto,
estima-se que 1/3 dos pacientes morrem durante a espera e, ainda que um
transplante de emergéncia seja realizado, apenas 20% dos pacientes

sobrevivem mais que 1 ano apds o procedimento (Schmidt and Larsen 2007).

Uma caracteristica da les&o hepatica aguda induzida pela sobredose de
APAP é o intenso recrutamento de neutrofilos para o local da lesdo. Embora os
neutréfilos sejam classicamente vistos como simples células efetoras da
inflamacédo aguda, cuja principal fungédo é chegar rapidamente ao local do
estimulo inflamatério e produzir poderosos oxidantes em uma tentativa
desesperada de matar patdogenos, novos trabalhos vém demonstrando que
neutrofilos podem possuir importante papel na resolucdo da inflamacédo. O
presente trabalho visa expandir nosso atual conhecimento sobre como
neutréfilos podem participar ativamente da resolugdo da inflamacédo e do
consequente reparo tecidual apos a lesdo hepatica aguda induzida pela
sobredose de APAP. Esse ainda é um tema que gera grandes debates e, ampliar
nosso conhecimento nessa area, € fundamental para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas que visam induzir ativamente a resolugédo da
inflamacéao ao invés da simples administracao indiscriminada de farmacos anti-

inflamatorios.
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3. Objetivos
3.1 — Objetivo geral

Avaliar a dinamica e alteragdes transcricionais em neutréfilos no figado,
medula 6ssea e sangue durante as fases de lesao e reparo do tecido hepatico
apos insulto por APAP, bem como o comportamento desses leucdcitos no local
da leséo, correlacionando esses achados com o potencial papel dos neutrofilos

na resolugcao da inflamacao.
3.2 — Objetivos especificos

3.2.1 - Induzir o recrutamento de neutrdfilos para o figado utilizando

paracetamol 600 mg/Kg.

3.2.2 - Realizar a purificagao de células Ly6G positivas do figado 6, 12,

24,48 e 72 horas apos a administragcao de paracetamol.

3.2.3 - Avaliar a expressdo de genes pro-inflamatorios e pré-resolutivos

por RT-PCR, em neutréfilos extraidos da medula 6ssea, sangue e figado.

3.2.4 - Avaliar se neutréfilos em compartimentos remotos: medula dssea

e circulagao sistémica, percebem e respondem a lesao hepatica.

3.2.5 - Avaliar o comportamento dos neutrofilos nas zonas de necrose
durante todo o curso da les&o hepatica.

3.2.6 — Avaliar o efeito da transferéncia adotiva de neutréfilos com perfil

resolutivo para animais no inicio da lesao hepatica.
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4. Material e Métodos

4.1 — Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas com idade variando
entre 8 a 10 semanas, provenientes do centro de bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal De Minas Gerais (CEBIO-UFMG).
Durante o periodo de experimentagdo, os animais ficaram alojados em micro
isoladores de polipropileno Alesco® no biotério do Centro de Biologia
Gastrointestinal, localizado no departamento de morfologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas — UFMG. Os animais tiveram livre acesso a agua e ragao, a
temperatura foi mantida em 23°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os
procedimentos foram avaliados e realizados de acordo com as normas do
Comité de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA — UFMG) sob o protocolo
de n°® 331/2015.

4.2 — Modelo de lesao hepatica aguda

A leséo hepatica foi induzida pela sobredose de paracetamol (APAP) foi
realizada conforme descrito previamente pelo nosso grupo de pesquisa (Araujo
et al. 2018). Para tanto, os animais foram deixados em jejum por um periodo de
12 — 15 horas e foram gavados, por via oral, com 600mg/kg de Acetaminofeno
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em salina 0,9% estéril e aquecida. Animais

controle receberam volume equivalente do veiculo por via oral.
4.3 — Ensaio de atividade da Alanina Aminotransferase (ALT)

A confirmacao da lesdo hepatica foi determinada, de forma indireta, pelo
aumento nos niveis séricos da enzima Alanina Aminotransferase. Para tanto, foi
realizado um teste cinético (Bioclin). Resumidamente, amostras de sangue foram
coletadas e centrifugadas a 1,500 x g por 10 minutos para a coleta do soro. O
ensaio enzimatico foi realizado em microplaca de 96 pocos, onde 3 diluicbes das
amostras de soro foram adicionadas (1:10, 1:20 e 1:30), junto com o substrato
(Tampéao Hepes pH 7,8. LDH, L-alanina, NaCl e azida sodica) e coenzimas
(alfacetoglutarato, NADH e azida sodica) ambos fornecidos pelo fabricante. A
placa contendo as amostras foi mantida a 37°C por 50 segundos e, entéo, foi lida
em espectrofotbmetro (340nm) a 37°C em intervalos de 1 minuto durante 4

minutos.
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4.4 — Analise histologica

O figado foi colhido e fixado em uma solug&o de formaldeido 4% (em PBS,
pH 7,4) (Sigma-Aldrich), desidratado em alcool e embebido em parafina. Foram
feitas seccdes de 4 ym de espessura com auxilio de um micrétomo e foram
colocadas em laminas histoldgicas. Os cortes foram corados com Hematoxilina
e Eosina. Imagens das laminas foram adquiridas utilizando um microscopio

Nikon Ti (Nikon, Shinagawa, Tokyo, Japan) através de uma objetiva de 40X.

4.5 — Isolamento de células nao parenquimais (NPCs)

Camundongos foram desafiados com 600mg/kg de APAP e 6, 12, 24, 48
e 72 horas apos o desafio, o figado foi coletado e macerado em pequenos
pedacos e, entdo, digerido em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
colagenase VIII 1mg/mL (Sigma-Aldrich, C2139) por 1 hora a 37°C. Apds a
incubacao, essa solucao foi filtrada em cell strainer 70uym para a remocao de
tecido ndo digerido. O filtrado foi transferido para um tubo de 50mL e
centrifugado diferencialmente: i) 300 x g por 5 minutos a 4°C; ii) 60 x g por 3
minutos a 4°C e iv) 300 x g por 5 minutos a 4°C. O pellet final foi utilizado para
posterior analises.

4.6 — Analise diferencial dos leucécitos hepaticos

Logo apds o isolamento das NPCs, foi adicionado ao pellet 100uL de PBS
suplementado com 3% de BSA. Essa suspenséao de células foi homogeneizada
e, uma aliquota, foi diluida 10x em uma solugéo de lise para hemacias (Solugéo
de Turk - IMBRALAB). Essa solu¢do contendo as células foi colocada em camara
de Neubauer e, entdo, foi realizada a determinacdo do total de leucdcitos

utilizando-se um microscopio 6ptico (Motic BA310) com aumento de 400X.

A partir dessa contagem, 5 X 10* células foram diluidas em 100 pL de
PBS-BSA 3% para a confecgdo de laminas em citocentrifuga (INBRAS, ALB
12cc) — centrifugacao por 10 minutos a 450 rpom em temperatura ambiente. As
Laminas foram coradas com um Kit de pandtico rapido seguindo o protocolo do
fabricante (Renylab). A determinagao diferencial da populagcdo de células foi
realizada em microscopio éptico de campo claro com aumento de 1.000X em

6leo de imersdo. Foram contadas 400 células por lamina, em campos aleatorios,
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e as células foram diferenciadas entre Neutrdfilos, células mononucleares e
linfocitos. As caracteristicas utilizadas para a diferenciacdo das células foram

morfologia nuclear e coloragao nuclear e citoplasmatica.
4.7 — Citometria de fluxo

Apos o isolamento das NPCs, 5 x 10° células de cada amostra foram
marcadas com anti-Ly6G conjugado a FITC (2ug/mL eBioscience, San Diego,
CA, USA clone 1A8), Anexina V conjugada a APC (2ug/mL, Immuno tools) e
iodeto de propidio (0,5 mg/mL, Life Technologies) em tampao fosfato
suplementado com Hepes (10mM), NaCl (150mM) e CaCl2 (2,5mM) pH=7,4 por
30 minutos. A citometria de fluxo foi realizada em um citdmetro Accuri™ C6
(Becton-Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA) e os dados foram analisados com o
auxilio do software FlowJo 10 (FlowdJo, LLC, Ashland, OR, USA).

4.8 — Purificagao de neutréfilos por microbeads magnéticas

Ap6s o isolamento das NPCs, as células ndo parenquimais foram
marcadas com anticorpo anti-Ly6G conjugado a PE (4ug, eBioscience, San
Diego, CA, USA clone 1A8) por 30 minutos. Apds a marcagéao, as células foram
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 4°C e marcadas com 20uL de
Microbeads anti-PE (BD IMag™, BD Bioscience) para cada 107 células, por 30
minutos a 4°C em tampéo fosfato suplementado com 2mM de EDTA e 0,5% de
BSA (PBS/BSA)., como determinado pelo protocolo do fabricante. As células
foram lavadas com 2 mL de PBS/BSA e centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e mais 3 mL de PBS/BSA foi adicionado ao
pellet. Essa solugao foi transferida para uma coluna e colocada sob efeito de
campo magnético iMag™ (BD Biosciences). Apds 15 minutos, as células foram
lavadas como descrito anteriormente e a pureza de neutréfilos foi verificada por

citometria de fluxo.
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4.9 — Extragao de mRNA e PCR em tempo real

A extragdo de RNA total dos neutrofilos foi realizada com o Kit ReliaPrep™
RNA Tissue Miniprep System (Promega). As amostras, foi adicionado 500 pL de
tampao de lise, fornecido pelo fabricante e, posteriormente, as amostras foram
passadas em homogeneizador de tecidos seguido por centrifugagédo a 14.000 x
g por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi
adicionado 170uL de isopropanol. A amostra foi, entéo, transferida para uma mini
coluna contendo um filtro de silica acoplado a um tubo coletor, fornecido pelo
fabricante, e centrifugado a 14.000 x g por 30 segundos. Um mix de DNase |
(fornecido pelo fabricante) foi adicionada a amostra por 15 minutos e, apés 3
lavagens com solugédo de lavagem fornecida pelo kit, o RNA total foi eluido em
agua livre de nuclease. A quantidade de RNA total foi quantificada em NanoDrop
Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 60 ng de RNA foram
utilizados para a transcrigdo reversa utilizando o KIT iScript™ cDNA Synthesis.
O cDNA resultante foi amplificado por PCR utilizando-se kit iTag™ Universal
SYBR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) em um termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen, Hilden Germany). Os primers utilizados nesse trabalho estéo

detalhados na Tabela 2.
4.10 — Microscopia confocal intravital (IVM)

A microscopia confocal intravital foi realizada como descrito previamente
(Marques et al. 2015). Resumidamente, os camundongos receberam, por via
intravenosa, uma mistura de anticorpos e sondas fluorescentes contendo anti-
Ly6G conjugado com ficoeritrina (PE) (200 pg/Kg, eBioscience, San Diego, CA,
USA clone 1A8), albumina conjugada com isotiocianato de fluoresceina (12
mg/Kg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e Sytox Green (250 nmol/Kg, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Anticorpos e sondas fluorescentes foram diluidos
em um volume total de 0,1mL para a administracdo. Apds 30 minutos, os animais
foram anestesiados com solugdo de Cetamina e Xilazina (Syntec, Sdo Paulo,
Brasil, 60 mg/kg e 15 mg/kg, respectivamente) e laparatomizados na linha média
para expor o figado. As imagens foram adquiridas em um microscopio confocal
Nikon Eclipse Ti A1R equipado com detector espectral e estagio motorizado XYZ

(Nikon, Shinagawa, Tokyo, Japan).
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Gene Foward Reverse

18s 5’ - CGT TCCACC AACTAAGAACG- 3’ 5’ - CTC AAC ACG GGA AACCTCAC-3’

Actb 5’ — GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG -3’ 5’ - GCC GGA CTCATCGTACTCC-3’

Gapdh 5’ — AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG - 3’ 5’ — TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA -3’
Fpr1 5'—CAT TTG GTT GGT TCATGT GCAA -3’ 5’ — AAT ACA GCG GTC CAG TGC AAT -3’

Alox5 5’ —ACT ACATCT ACCTCAGCCTCATT -3’ 5’ — GGT GAC ATC GTA GGA GTC CAC -3’

Cxcl1 5’ - CTG GGA TTC ACCTCAAGA ACATC-3’ 5’ — CAG GGT CAA GGC AAG CCTC -3’
Ltb4r 5’ — ATG GCT GCA AACACT ACATCTC-3’ 5’ - GAC CGT GCG TTT CTG CATC-3’
Fpr2 5’ — GAG CCT GGC TAG GAA GGT -3’ 5’ - TGC TGA AAC CAATAAGGAACCTG -3’
Anxal 5’ — ATG TAT CCT CGG ATG TTG CTG C-3’ 5’ - TGA GCATTG GTC CTC TTG GTA -3’
Tgfb 5'—CTCCCG TGG CTTCTAGTGC-3’ 5'—-GCCTTAGTT TGG ACAGGATCTG -3’
l1r2 5’ — GTT TCT GCT TTC ACC ACT CCA -3’ 5’ — GAG TCC AAT TTA CTC CAG GTCAG -3’
llirn 5’ — GCT CAT TGC TGG GTACTTACAA -3’ 5’ — CCA GACTTG GCA CAA GACAGG -3’

Tabela 2: Lista de primers utilizados nesse trabalho. A sequéncia dos primers
utilizados nesse trabalho foram selecionadas através do banco de validacio de

primers de Harvard, PrimerBank. (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/).

4.11 — Deplegéao de células de Kupffer

Células de Kupffer foram depletadas como descrito previamente pelo
nosso grupo de pesquisa (David et al. 2016). Resumidamente, camundongos
receberam uma unica administragdo, por via intravenosa, de solugao contendo
lipossomos de clodronato (50 mg/Kg, CLL; clodronatelipossomes.com) 24 horas
antes do desafio com APAP. Analises experimentais foram realizadas 24 horas

apods o desafio com APAP, totalizando 48 horas de tratamento com CLL.
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4.12 — Analise de imagens e tracking de neutréfilos

A morfologia dos neutrofilos bem como o tracking, foram realizados de
forma semiautomatica utilizando o algoritmo do software NIS Elements AR 5.1
(Nikon). Filmes foram gerados tirando uma foto a cada 30 segundos. Trackings
que duraram menos de trés quadros foram excluidos da analise. A analise
morfolégica inclui: i) area do neutrdfilo; ii) perimetro; iii) circularidade e iv)
EgDiametro (didametro equivalente). Essa analise foi realizada digitalmente

utilizando algoritmo do software NIS Elements (Nikon).

4.13 — Transferéncia adotiva de neutréfilos

Os camundongos foram desafiados com APAP e, 6 horas apoés, foram
administrados por via intravenosa com 5 x 10* neutrdfilos purificados do figado
de camundongos saudaveis ou purificados do figado de camundongos na fase
resolutiva da lesdo hepatica (72 horas apos o desafio com APAP). Neutréfilos
purificados do figado de animais saudaveis foram denominados “NO”, enquanto
os neutrdfilos purificados do figado de animais na fase resolutiva da leséo
hepatica foram denominados “RN”.

4.14 - Ensaio de depuragao do verde de indocianina (ICG)

Para avaliar se a lesao hepatica aguda gera uma disfuncao hepatica, nés
medimos a taxa de depuragdo do ICG (Sigma-Aldrich) como descrito
previamente (Alvarenga et al. 2018b). Resumidamente, ICG foi administrado por
via intravenosa na dose de 20 mg/Kg e, apds 20 minutos, amostras de sangue
foram colhidas, centrifugadas a 1,500 x g durante 10 minutos e o soro foi utilizado
para quantificar o nivel de ICG sistémico. Para tanto, amostras se soro foram
colocadas em placas de 96 pogos e lidos em espectrofotdmetro (VERSAmax,

Molecular Devices, San Jose, CA, USA) com comprimento de onda de 800 nm.
4.15 — Dosagem de citocinas e quimiocinas

Os niveis de citocinas e quimiocinas foram quantificados por ELISA. Para
tanto, microplacas de 96 pogos (Nunc Maxi Sorb) foram cobertas com anticorpo
de captura, na diluicdo recomendada pelo fabricante, em tampao carbonato
(Na2CO3 15mM, NaHCO3 35 mM, NzN3 3.1 mM; pH 9,5) e incubados overnight.
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ApoOs a incubacgado, a placa foi lavada utilizando-se PBS suplementado com
0,05% de Tween20, entdo, foi feito o bloqueio das reagdes inespecificas
utilizando solugdes de bloqueio recomendadas pelo fabricante (PBS-BSA 1%)
por 1 hora. Posteriormente ao bloqueio, 100 yL das amostras ou de solucao
contendo concentragdes seriadas das amostras avaliadas foram pipetados em
duplicata e incubados por mais 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a placa foi lavada para retirar o excesso das amostras, e foram
adicionados o0s respectivos anticorpos de detecgcdo, nas concentracoes
recomendadas, por mais 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram lavadas novamente com PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solugao
de estreptavidina por 30 minutos. As placas foram novamente lavadas com
PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solugao reveladora (OPD) da atividade
da peroxidase por mais 30 minutos. A reacéo foi, entdo, bloqueada com a adi¢éo
de 50 uyL de solugcdo de bloqueio H2SO4 2N e a leitura da absorbancia
determinada logo em seguida em 492 nm em espectrofotdmetro (VERSAmax,
Molecular Devices, San Jose, CA, USA). As concentragbes das amostras foram
expressas em pg/mL de sobrenadante a partir da analise da curva padréao

através do software SOFTmax PRO 6.3 (Molecular Devices Corp.).
4.16 — Analise estatistica

A analise estatistica dos dados, bem como a elaboragao dos graficos, foi
realizada com o auxilio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software,
Inc.). Os valores foram expressos como a média + EPM (erro padrao
da média) e dois grupos foram considerados significativamente diferentes
quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05. O teste estatistico utilizado neste
estudo foi Test T de Student.
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5. Resultados

5.1 — A necrose hepatica causa a substituicdo das células mononucleares

residentes por infiltrado neutrofilico

Nosso primeiro passo foi validar o modelo de lesdo hepatica induzida por
sobredose de APAP em nossas maos. Para tanto, desafiamos camundongos
com APAP (600 mg/Kg, via oral), um modelo ja bem descrito na literatura de
necrose hepatica (Marques et al. 2012, Ramachandran and Jaeschke 2017,
Hinson, Roberts and James 2010). Camundongos desafiados com APAP
apresentaram lesdao hepatica de modo tempo-dependente, ja detectavel nas
primeiras 6 horas apds o desafio, como avaliado pelo aumento nos niveis séricos
de ALT (Figura 1A). Ainda, analise histologica evidenciou o surgimento de
necrose centrolobular (Figura 1B). Tanto a variagdo nos niveis séricos de ALT
quanto os achados histolégicos, evidenciam que a lesdo hepatica induzida pela
sobredose de APAP ocorre de modo progressivo, atingindo o pico com 24 horas
e, apos esse momento, a lesdo comega a regredir até que o tecido se recupere

por completo com 72 horas.

A dose de 600 mg/Kg de APAP induziu uma taxa de mortalidade de 28%
durante as primeiras 24 horas (Figura 1C) e, os animais que sobreviveram as
primeiras 24 horas, permaneceram vivos até o final do protocolo experimental de
mortalidade (7 dias). A analise da populagao de NPCs hepaticas, no periodo de
12 — 24 horas apo6s a administracdo de APAP, confirmou um quadro inflamatério
significativo no tecido hepatico, como demonstrado pelo aumento no numero
total de leucécitos (~60%) que constituem as NPCs do figado (Figura 1D). Nos
animais do grupo controle, células mononucleares (macrofagos e mondcitos)
compreendem a maioria das células imunes hepaticas (~67%) (Figura 1E),
enquanto linfocitos representam, aproximadamente, 30% das células imunes
(Figura 1F). Ainda em animais saudaveis, neutréfilos correspondem a
aproximadamente 3% das células imunes hepaticas (Figura 1G). No entanto,
camundongos desafiados com APAP apresentaram um aumento robusto e
tempo-dependente no numero de neutrdéfilos no figado (Figura 1G), com uma
reducéo simultanea de 33% no numero de células mononucleares (Figura 1E).
Desse modo, durante o periodo entre 6 — 48 horas apds o desafio com APAP, o

ambiente imune hepatico se alterou, passando de um ambiente

41



predominantemente mononuclear para granulocitico, como evidenciado pela
elevada taxa polimorfonuclear/mononuclear (Figuras 1H e 11). Apds 72 horas da
administracao de APAP, o numero de células nao parenquimais retornou ao nivel
basal e, embora tenhamos observado uma drastica reducdo no infiltrado
neutrofilico, ainda pudemos observar uma pequena, mas significativa, retencao
dessas células no figado (Figura 1G). Além disso, 72 horas apds o desafio com
APAP, observamos redugao no numero de linfécitos (Figura 1F), o que pode
explicar, a despeito de ainda ter infiltrado de neutrdfilos, a significativa redugéo
no numero de NPCs 72 horas ap6s a administragdo de APAP (Figura 1D). Em
conjunto, esses resultados demonstram que, apesar dos niveis séricos de ALT
e achados histopatoldgicos retornarem ao nivel basal 72 horas ap6s o desafio
com APAP, a recuperacao completa do sistema imune hepatico, aparentemente,

demanda periodos maiores.

Para visualizar alteragdes hepaticas em um contexto fisiolégico, nés
submetemos os animais a microscopia intravital. Para tanto, os camundongos
receberam uma injegdo de solucgdo salina 0,9% contendo albumina conjugada
com fluoresceina, o que permite a visualizagao precisa do fluxo sanguineo. Além
disso, marcamos neutroéfilos in vivo utilizando anticorpos anti-Ly6G conjugados
a BVv421 (200 pg/Kg, eBioscience, San Diego, CA, USA clone 1A8). Em
condigdes fisioldgicas, o figado se apresentou amplamente perfundido e com
uma pequena populagao de neutréfilos patrulhando o leito vascular (Figura 1J).
Entretanto, 6 horas apds o desafio com APAP, observamos grandes areas sem
perfusdo e varios neutrofilos ja acumulados no tecido hepatico. Com o passar do
tempo, observamos multiplos pontos de acumulagcdo de albumina no figado, o
gue nos sugere se tratar de uma zona necrética (Figura 1J). Da mesma forma
que a analise diferencial das NPCs, o acumulo de neutréfilos no tecido atingiu o
pico com 24 horas (Figura 1K) e, apesar da reducao significativa com 48 horas,
ainda observamos grandes areas de necrose como evidenciado pelo acumulo
de albumina (Figura 1J). 72 horas apd6s o desafio com APAP, a perfuséo
hepatica retornou ao seu nivel basal (Figura 1J), o qual foi acompanhado pela

diminuigdo no numero de neutrofilos por campo (Figura 1K).

Em conjunto, esses dados nos sugerem que, durante a necrose hepatica,

profundas alteragdes ocorrem no figado, incluindo a redugdo das células
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mononucleares residentes que sao rapidamente substituidas por um intenso
recrutamento de neutréfilos para o tecido. Em animais que nao morreram durante
as primeiras 24 horas, a lesdo hepatica induzida pela sobredose de APAP foi
auto resolutiva. A resolucdo da inflamag¢ao e o reparo tecidual, no entanto,
ocorrem com a manutencédo de neutrofilos no local, sugerindo que neutroéfilos
podem estar desempenhando alguma funcdo, também, na resolugdo da

inflamacao e reparo do tecido hepatico.
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Figura 1: Lesdo hepatica induzida por APAP leva a substituicao das células

mononucleares por infiltrado neutrofilico. (A) ALT sérico. (B) Histologia do figado
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evidenciando inflamagao perivascular (setas pretas), coloragao por H&E; barra = 100
pm. As imagens foram obtidas utilizando objetiva de 20X. (C) Curva de sobrevivéncia
apos o desafio com APAP (600 mg/Kg, n=30). (D) Contagem total de NPCs. Contagem
diferencial de (E) células mononucleares, (F) linfocitos e (G) neutrdfilos. (H) proporcao
de neutrdfilos/células mononucleares. (I) representacdo esquematica da dindmica de
neutréfilos e células mononucleares no figado em fungdo do tempo. (J) IVM
evidenciando o acumulo de neutréfilos (em azul, anti Ly6G conjugado com BV421, clone
1A8, 200 pg/Kg, i.v.) e fluxo sanguineo hepatico (verde, albumina conjugada com
fluoresceina tiocianato, 12 mg/Kg). Objetiva de 20X; barra = 50 um. (K) quantificacao
do numero de neutrdfilos no tecido hepatico por IVM (média de 10 campos por animal,

n=4). Resultados apresentados como média £ SEM. *p < 0,05 comparado com controle.
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5.2 — O egresso de células Ly6G* da medula 6ssea suporta o trafego de
neutréfilos através do sangue até a sua infiltragao no figado durante as

fases iniciais da necrose hepatica

Enquanto neutrdfilos constituem os leucdcitos circulantes mais frequentes
em humanos (~50%), camundongos possuem significativamente menos
neutrofilos circulantes (~10%) (O'Connell et al. 2015). Portanto, enquanto é
esperado que o pool de neutrofilos circulantes, em humanos, seja capaz de
suportar o seu rapido recrutamento para o local do estimulo inflamatoério, em
camundongos, fontes alternativas de neutréfilos podem ser necessarias.
Baseado nessa premissa, resolvemos investigar a dindmica de neutréfilos em
diferentes compartimentos do organismo (medula 6ssea, sangue e figado)
durante o curso da necrose hepatica utilizando citometria de fluxo (Figura 2A).
A analise por citometria de fluxo de células Ly6G* revelou que, enquanto o
numero de neutrofilos aumenta no sangue (Figura 2C) e figado (Figura 2D)
durante as primeiras 6 horas ap6s o desafio com APAP, nenhuma alteracao foi
observada na medula éssea (Figura 2B). No entanto, 12 - 24 horas apds a
administragcao de APAP, observamos uma diminuigao significativa no niumero de
neutréfilos na medula éssea (Figura 2B), ao mesmo tempo em que houve um
pico significativo de neutréfilos na circulagéo periférica (Figura 2C) e no figado
(Figura 2D). Nos momentos mais tardios da lesdo hepatica (72 horas), a
frequéncia de neutrofilos na medula éssea retornou para os niveis basais, o

mesmo sendo observado nos demais compartimentos analisados.

Em conjunto, esses dados nos sugerem que diferentes fontes de
neutréfilos podem existir durante a resposta imune a lesdo hepatica, sendo (i)
uma primeira onda composta principalmente de neutréfilos circulantes e (i) uma

segunda onda compreendendo neutrofilos egressos da medula 6ssea.
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iniciais da necrose hepatica. (A) representacdo esquematica do delineamento
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apresentados como média + SEM. *p < 0,05 comparado com controle.
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5.3 — Alesao hepatica aguda induz alteragoes no perfil de expressao génica

em neutréfilos no figado e em compartimentos remotos

A fim de mapear possiveis alteragdes no perfil imune dos neutréfilos em
compartimentos remotos ao longo do curso da lesdo hepatica, purificamos
neutréfilos Ly6G* da medula 6ssea, sangue e figado para posterior analise de
expressado génica (Figura 3A). NOs avaliamos genes cuja expressdo podem
potencializar vias pro-inflamatérias ou pro-resolutivas. Com essa abordagem,
observamos que neutrofilos, ainda na medula éssea de animais que foram
desafiados com APAP, apresentaram aumento significativo nos niveis de mRNA
codificados por genes relacionados com vias pro-inflamatdrias, incluindo Cxcl1,
Fpr1 e Ltb4r1 (Figura 3B). A expresséo do gene Cxcr2, no entanto, permaneceu
inalterada, enquanto o gene Alox5, que codifica a enzima 5-Lipoxigenase, teve
sua expressao diminuida de forma significativa durante todos os tempos
avaliados (Figura 3B). Embora os genes Tgfb e Fpr2 (um receptor de lipoxina
A4 e anexina A1 que pode ter importancia na resolucéo da resposta inflamatoria)
tiveram sua expressdo aumentada durante todos os tempos, os demais genes
pro-resolutivos avaliados, incluindo /I1r2, ll1ra, Anxal e Alox15 estavam

regulados negativamente em neutréfilos da medula 6ssea (Figura 3B).

Em neutréfilos circulantes, no entanto, observamos um perfil de
expressao génica diferente do observado em neutroéfilos na medula. A expressao
dos genes Fpr1 e Ltb4r1, em neutrdfilos circulantes, apresentaram um padréo
bifasico durante o curso da intoxicagcao por APAP, apresentando aumento entre
12 — 24 horas e retornando aos niveis basais com 48 horas (Figura 3C). Em
contrapartida, os genes Cxcl1, Cxcr2 e Alox5 se mantiveram suprimidos durante
todo o curso da lesédo hepatica (Figura 3C). Ainda em neutrdfilos circulantes, os
genes relacionados com a resolugdo da inflamacéo Fpr2, I11r2 e Alox15
apresentaram pico de expressao entre 12 - 24 horas apés a administracao de
APAP (Figura 3C). Os genes ll1ra, Anxa1 e Tgfb, no entanto, permaneceram
suprimidos ou com expressao inalterada durante todos os tempos analisados
(Figura 3C).

Em conjunto, esses dados nos mostram que neutrofilos em
compartimentos remotos s&o, sim, capazes de perceber a lesao hepatica. Ainda,
neutréfilos respondem a esse estimulo alterando o seu perfil transcricional de
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modo a se adaptar ao momento atual do curso da lesdo. Nesse sentido, por
exemplo, todos os genes pro-inflamatoérios analisados em neutréfilos circulantes,

foram suprimidos a partir de 48 horas apds o desafio com APAP.
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Figura 3: Avaliacao da expressao génica de neutrofilos extraidos da medula éssea

e sangue periférico. (A) Representacao esquematica do delineamento experimental.

(B) Avaliacdo da expressao génica de neutrdfilos purificados da medula 6ssea ou (C)

purificados do sangue periférico. Os dados estdo representados como a média da

expressao dos genes alvo em relagdo ao grupo controle (AACT). Os dados foram
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normalizados pela média geométrica dos CTs dos genes constitutivos Actb e 18s.

Resultados apresentados como média £ SEM. *p < 0,05 comparado com controle.

Em um claro contraste as alteragdes observadas nos neutréfilos extraidos
da medula 6ssea e sangue, neutréfilos extraidos do figado apresentaram um
perfil de expressdo génica mais consistente durante o curso da lesdo hepatica.
Enquanto os genes Cxcl1 e Fpr1 claramente permaneceram com expressao
elevada até 48 horas apos a administragdo de APAP (Figuras 4B e 4C), a
expressao do gene Cxcr2 permaneceu suprimida durante todo o curso da leséo
(Figura 4D). Além disso, a expressao dos genes Alox5 e Ltb4r1, apresentaram
pico de expressdo com 24h e 12h, respectivamente, retornando aos niveis
basais 48 horas apds o desafio com APAP (Figuras 4E e 4F). De modo
consistente com a redugcdo na expressdao dos genes pro-inflamatorios,
observamos que a expressao dos genes //1r2 (Figura 4H), //1ra (Figura 4l) e
Tgfb (Figura 4L), relacionados com a resolugédo da inflamag&o, se mantiveram
elevados até 48 horas apds a administragdo de APAP. A expresséo dos genes
Fpr2 e Anxa1 apresentaram um padrao bifasico, atingindo o pico de expresséo
entre 12 e 24 horas ap0s a lesao e retornando aos niveis basais 48 horas apés
a administragdo de APAP (Figuras 4G e 4J). A expresséo do gene Alox15, no
entanto, permaneceu baixa durante todos os tempos avaliados (Figura 4K).
Analise posterior da produgdo das proteinas CXCL1 (Figura 4M) e TGF-
(Figura 4N) por ELISA, utilizando amostras de figado total, corroborou que os
niveis de citocinas no tecido hepatico apresentam dinamica semelhante ao

observado na expresséo desses genes em neutrofilos.

Esses dados nos revelam que a resposta inflamatdria no tecido hepatico
gera uma perturbagdo no perfil de expressdo génica de neutréfilos em
compartimentos remotos e na circulagdo sanguinea. Além disso, uma vez no
figado, os neutréfilos parecem ser “educados” para um perfil pré-resolutivo em
momentos tardios da inflamacdo, o que foi associado com a diminuicdo da
expressado de genes pro-inflamatoérios e aumento na expressao de genes pro-

resolutivos.
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Figura 4: Avaliagdo da expressao génica de neutréfilos extraidos do figado ao
longo da lesdao hepatica induzida por APAP. (A) Representagdo esquematica do
delineamento experimental. PCR em tempo real dos genes (B) Cxcl1, (C) Fpr1, (D)
Cxcr2, (E) Alox5, (F) Ltb4r1, (G) Fpr2, (H) ll1r2, (1) ll1ra, (J) Anxal, (K) Alox15 e (L)
Tgfb. Os dados estao representados como a média da expressao dos genes alvo em
relagdo ao grupo controle (AACT). Os dados foram normalizados pela média geométrica
dos CTs dos genes constitutivos Actb e 18s. Niveis das proteinas (M) CXCL1 e (N) Tgf-
B quantificadas por ELISA em 100 mg de figado. Resultados apresentados como média

+ SEM. *p < 0,05 comparado com controle.
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5.4 — Neutréfilos que migram para o figado apés a necrose hepatica

permanecem viaveis durante todo o curso da resposta inflamatéria

O destino dos neutrdfilos que infiltram em tecidos sob estimulo
inflamatdrio ainda permanece tema de debate na literatura. Embora seja bem
aceito que os neutrofilos possam aumentar o seu tempo de vida apés ativagao,
acredita-se, ainda, que essas células morrem no tecido logo apés realizar seus
mecanismos efetores. Por esse motivo, agbes efetoras de longa duragao néo
sao comumente creditadas aos neutréfilos. Baseado nos nossos achados de que
neutrofilos permanecem transcricionalmente ativos no tecido hepatico até 3 dias
apos a lesao induzida por APAP, nds hipotetizamos que neutrofilos ndo morrem
logo apds realizarem sua fungdo, mas, sim, permanecem viaveis por periodos
mais longos. Para testar essa hipdtese, ndés avaliamos a frequéncia de
neutroéfilos viaveis, discriminando a porcentagem de neutréfilos que, por ventura,
estivessem morrendo por necrose, apoptose ou apoptose tardia. Para tanto,
neutroéfilos foram extraidos do figado em diferentes momentos da lesdo hepatica
e marcados para necrose (iodeto de propidio (Pi)*/Anexina V), apoptose (Pi-
/Anexina V*) e apoptose tardia (Pi*/Anexina V*) e analisados por citometria de

fluxo.

Neutrdfilos no figado de camundongos desafiados com APAP
apresentaram diminuic¢ao significativa na taxa de necrose (Figura 5A) e, embora
nenhuma alteragdo significativa tenha sido observada na taxa de apoptose
(Figura 5B), os neutréfilos apresentaram diminuicdo na morte por apoptose
tardia (Figura 5C) nos momentos iniciais da inflamagao. Surpreendentemente,
mesmo em momentos mais tardios da resposta inflamatéria (72 horas apds o
desafio com APAP), neutréfilos no tecido hepatico permaneceram viaveis,
apresentando baixas taxas de necrose quando comparado ao animal saudavel
(Figura 5A). Em contraste com o dogma prevalente, a porcentagem de
neutréfilos presumivelmente vivos (aqueles que ndo estavam morrendo por
nenhuma das vias analisadas) aumentou ao longo do curso da inflamacéao,
permanecendo elevado até o ultimo tempo analisado, 72 horas apés o desafio,
periodo em que a fase de resolugéo da inflamacéo ja se iniciou (Figura 5D).

A remocgao de neutrofilos por macréfagos, um processo denominado
eferocitose, € fundamental para a manutencdo da homeostase tecidual e um pré-
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requisito para a resolucdo da inflamacdo. Portanto, a rapida remocao de
neutréfilos por macréfagos e sua rapida substituigdo por ondas adicionais de
neutréfilos chegando ao figado, poderiam estar mascarando nossos resultados
acerca da viabilidade dos neutrdfilos. Para avaliar essa ressalva e evitar a
possivel eferocitose de neutréfilos no figado, nés depletamos os macréfagos
hepaticos, denominados células de Kupffer. Para tanto, os animais receberam,
por via intravenosa, uma inje¢cao de solugao contendo lipossomos de clodronato
(CLL, 50 mg/Kg) 24 horas antes do desafio com APAP. Os experimentos foram
realizados 24 horas apdés a administragdo de APAP totalizando, portanto, 48
horas de tratamento com CLL. A administracdo de CLL levou a deplecao das
células de Kupffer (Figuras 5E e 5F) e, mesmo na auséncia de macrofagos,
nenhuma alteragdo significativa na frequéncia de neutrofilos em apoptose,

necrose ou apoptose tardia foi observada (Figuras 5G-l).

Esses dados reforcam nossa hipotese de que, uma vez que migraram
para o figado, os neutrofilos permanecem viaveis e transcricionalmente ativos
podendo, portanto, atuar como efetores na resolugcdo da inflamacao e reparo

tecidual.
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Figura 5: Neutréfilos permanecem viaveis no figado durante todas as fases da
lesao hepatica induzida por APAP. Citometria de fluxo avaliando a proporcao de
neutrdéfilos (Ly6G™, clone 1A8) no figado morrendo por (A) necrose (Ly6G*/Pi*/Anexina
V"), (B) apoptose (Ly6G*/Pi/Anexina V*) e (C) apoptose tardia (Ly6G*/Pi*/Anexina V*).
(D) Proporgcdo de neutrofilos presumivelmente vivos no figado. (E) Avaliacdo da
deplecao de células de Kupffer (F4/80*), apds a administragcéo i.v. de lipossomos de
clodronato (CLL, 50 mg/Kg), por citometria de fluxo. (F) Microscopia intravital do figado
de camundongos controle ou tratados com CLL evidenciando a deplecao de células de
Kupffer (vermelho, F4/80%). Citometria de fluxo avaliando a proporgao de neutréfilos em
(G) necrose, (H) apoptose ou (l) apoptose tardia em camundongos tratados com CLL,
24 horas ap6s a administracao de APAP. Resultados apresentados como média = SEM.

*p < 0,05 comparado com controle. Barra = 50 ym
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5.5 — Neutréfilos acumulam preferencialmente dentro das zonas de necrose

e patrulham hepatécitos mortos

Uma vez que estabelecemos que os neutréfilos continuam vivos dentro
do figado necrético, nosso proximo passo foi visualizar a dinédmica de
comportamento dos neutrofilos, in vivo. Para tanto, os animais foram submetidos
a microscopia confocal intravital (IVM). IVM & uma técnica de ponta para o estudo
da resposta imune, uma vez que ela nos permite avaliar o comportamento,
alteragdes morfologicas e interagdes célula-célula, simultaneamente, em tempo
real e em um contexto fisiolégico. Para visualizar o comportamento dos
neutrofilos nas zonas de necrose, realizamos a administracédo intravenosa de
uma solug¢do, 0,1 mL, contendo anticorpo anti-Ly6G conjugado a BV421 (200
Mg/Kg), para marcar neutréfilos e iodeto de propidio (200 ug/Kg) diluidos em

salina.

Consistente com nossos achados bioquimicos (ALT sérica), a analise por
microscopia intravital confirmou que a lesdo hepatica induzida por APAP ocorre
de modo tempo-dependente. Ainda, como demonstrado na Figura 6, a maioria
dos neutréfilos se acumula preferencialmente nas regides de necrose e, em
nenhum dos tempos avaliados, observamos a presenca de neutrofilos positivos
para iodeto de propidio, 0 que corrobora nossa analise de morte de neutréfilos
por citometria de fluxo (Figura 6). Através de uma reconstrugdo em trés
dimensbes, observamos que os neutrdfilos ndo apenas estdo na regido
necrética, mas, sim, rapidamente circundam os hepatocitos mortos e se
posicionam de maneira estratégica, estabelecendo contato direto com os

hepatdcitos necroéticos (Figuras 7A e 7B).
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Figura 6: Microscopia intravital das zonas necréticas no figado apés leséao

induzida por sobredose de APAP. Neutréfilos foram marcados com anticorpos anti-
Ly6G conjugado a BV421 (azul, 200 ug/Kg). Zonas de necrose foram marcadas com

iodeto de propidio (vermelho, 200 ug/Kg). Imagens foram obtidas utilizando a objetiva
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de 40X. Quadrados brancos indicam a area em que foi amplificado (3 vezes de
aumento). Barra = 50 um. Imagens representativas de experimento realizado com 4

animais por tempo analisado.

Figura 7: Neutréfilo localiza-se estrategicamente em contato direto com
hepatécitos em necrose. Microscopia confocal intravital em trés dimensdes do figado
12 horas apos administragédo de APAP. Visdo de cima (A) e viséo lateral (B). Setas
indicam neutréfilos em contato com hepatécitos. Neutréfilos foram marcados com
anticorpos anti-Ly6G conjugado a BV421 (azul, 200 ug/Kg). Zonas de necrose foram
marcadas com iodeto de propidio (vermelho, 200 ug/Kg). Em verde, acumulo de
albumina conjugada com fluoresceina tiocianato (12 mg/Kg) dentro de hepatécitos em

necrose.
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Também por microscopia intravital, avaliamos o comportamento dos
neutrofilos nas areas de necrose. Para tanto, flmamos e fizemos o rastreamento
desses neutréfilos por até 4 horas em cada tempo experimental, avaliando
alteragcdes morfolégicas e comportamentais. Observamos que neutrodfilos
patrulham ativamente os hepatécitos mortos. Esse comportamento dos
neutréfilos causa uma profunda alteragédo em sua morfologia ao longo do tempo
(Figura 8A). Neutréfilos dos animais controle apresentaram morfologia
arredondada, com maiores valores de circularidade (0,9 em média, sendo 1,0
um circulo perfeito). Entretanto, a morfologia dos neutréfilos se altera
drasticamente durante a lesdo hepatica, tornando-se menos circular (Figura 8B)
e mais espalhada, gerando um aumento na sua area (Figura 8C), diametro
(Figura 8D) e perimetro (Figura 8E). Ainda, realizamos o rastreamento digital,
individual, de cada neutréfilo dentro da area de necrose hepatica. Pudemos
observar que, enquanto alguns neutrofilos migram por longas distancias, outros
neutréfilos percorriam uma distancia menor e realizando movimentos em zigue-

zague (Figura 8F).

Essa multiplicidade de comportamento sugere que podem haver
neutréfilos em diferentes estagios de ativagao, o que pode estar associado com
a sua localizagao dentro dos compartimentos hepaticos (intravascular ou dentro

do parénquima necrosado).
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Figura 8: Analise da morfologia e comportamento dos neutréfilos dentro das areas

de necrose. (A) Morfologia dos neutrdfilos, visualizada por microscopia intravital,
marcados com anticorpos anti-Ly6G conjugado a BV421 (azul, 200 ug/Kg) durante o
curso da leséo hepatica induzida por sobredose de APAP. Quantificagdo da morfologia

dos neutrdfilos, avaliando a (B) circularidade, (C) area, (D) didametro equivalente e (E)
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perimetro. (F) Tracking dos neutrdfilos dentro das zonas de necrose evidenciando
direcdo de movimento e a distancia percorrida. Resultados apresentados como média
+ SEM. *p < 0,05 comparado com controle. Os videos gerados podem ser encontrados
no seguinte endereco (https:/jlb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/JLB.1MAQ0420-
634R).
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5.6 — Transferéncia adotiva de neutréfilos hepaticos extraidos no momento
da resolucao da resposta inflamatéria, induz redugao da inflamagao e dano

tecidual

Considerando que neutrofilos hepaticos alteram seu perfil transcricional
de pro-inflamatdrio para pro-resolutivo durante o curso da lesdo hepatica aguda,
nos perguntamos se a transferéncia adotiva desse neutrofilos com perfil
transcricional pré-resolutivo (aqui denominados de “RN”) para camundongos no
inicio da lesao hepatica induzida por APAP, poderia diminuir tanto a resposta
inflamatdria quanto o dano tecidual. Para esse propésito, nés extraimos
neutréfilos do figado de camundongos 72 horas apdés o desafio com APAP,
momento no qual detectamos expressao elevada dos genes Tgfb (Figura 9A) e
Fpr2 (Figura 9B) (pro-resolutivos), assim como a redugdo na expressédo de
genes proé-inflamatérios como, por exemplo, Cxcl1 (Figura 9C) e Ltb4r1 (Figura
9D). Da mesma forma, observamos redugao na producéo das proteinas Cxcl1 e
Tgf-B em amostras de figado total nesse periodo (Figuras 9E e 9F). Apds a
extragao, transferimos 5x10* neutrdfilos, por via intravenosa, para camundongos
6 horas apods a administracdo de APAP. Escolhemos esse tempo de 6 horas,
pois € quando a necrose hepatica tem inicio e quando os primeiros neutroéfilos
comegam a migrar para o figado (Figura 1) (Marques et al. 2015, Alvarenga et
al. 2018b). Como controle dessa técnica, ndés extraimos neutrofilos de
camundongos saudaveis (esse neutréfilos foram denominados aqui como NO), e
os transferimos para camundongos desafiados com APAP sob as mesmas

condi¢cdes mencionadas anteriormente.

62



A Tgfb B Fpr2 C Cxcl1
250 * 80 * 80+
o 2001 o 60 . o 60 .
S 150 R g g
= = 40 S 404 *
w 1004 o] * ] * .
© 504 * e ° 20 . . © 204 .
s o1 wl: : M e 2 Flg
S 2.0, e 20 e 5
S 15 + 3 15" _{_ 3 g'
g g S 1 2 51
w g R w " . w 1
os4|* 05 1| 1l
ool gal Il ool Al Al 1l MINININT-
» AN »
P E AT LA a° LS
O — o o —
< APAP 600mg/Kg o APAP 600mg/Kg < APAP 800mg/Kg
Ltbar1 Cxclt Tgf-p
80+ 3000- . 3000  *
604 o . o
o .
= 404 3 3
3 2] A4 & 2000 * 2 2000
= N 5 B 3 . 3
] 5+ o o
0 .
g 4 § 1000 § 1000
g 3 S S
w ﬁ'_;__ . g g
o AL TITFATT o o
N AN »
&€ O S (S0 &€ WO S S 00 &° O S S0
[ () e [

APAP 600mg/Kg < APAP 600mg/Kg © APAP 600mg/Kg

Figura 9: Avaliagao do perfil transcricional de neutrofilos até 72 horas apés APAP.
Os niveis de proteinas foram medidos por ELISA em 100 mg de figado. RT-PCR de
neutréfilos extraidos do figado avaliando a expressao dos genes (A) Tgfb, (B), Fpr2,
(C), Cxcl1 e (D) Ltb4r1. Avaliagao da producao das proteinas (E) Cxcl1 e (F) Tgf-B, por
ELISA, de amostras de figado total. Resultados apresentados como média £+ SEM. *p <
0,05 comparado com controle. Os dados estdo representados como a média da
expressao dos genes alvo em relagdo ao grupo controle (AACT). Os dados foram

normalizados pela média geométrica dos CTs dos genes constitutivos Actb e 18s.

Com esses experimentos, observamos que a transferéncia de RN, mas
nao a de NO, reduziu de forma significativa a lesdo hepatica aguda induzida por
APAP (Figura 10A). Além disso, camundongos que receberam NO, a despeito
dos que receberam RN, apresentaram aumento significativo na disfungéo
hepatica, como avaliado pela taxa de depuragéo do verde de indocianina (Figura
10B). De fato, camundongos que receberam RN apresentaram menor expressao
dos genes Cxcl1 (Figura 10C) e aumento na expressao dos genes //10 (Figura
10D) e Anxa1 (Figura 10E). Além disso, a transferéncia de NO induziu reducéo
significativa na expressao do gene //6 (Figura 10F) (uma citocina pro-mitética

para hepatdcitos) e /10 (uma citocina com potente efeito anti-inflamatério),
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enquanto animais que receberam RN apresentaram niveis semelhantes aos

animais controle.

Esses resultados nos fornecem fortes evidéncias de que os neutroéfilos,
além de permanecerem viaveis e transcricionalmente ativos, podem orquestrar

ativamente a resolugao da inflamacgao e, consequentemente, o reparo tecidual.
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Figura 10: Transferéncia adotiva de neutréfilos resolutivos induz a reduc¢ao da
inflamacao e lesao hepatica. (A) Niveis de ALT no soro. (B) Taxa de depuragédo do
verde de indocianina. RT-PCR dos genes (C) CXCL1; (D) II10; (E) Anxa1 e (F) lI6. Os
dados sao estao representados como a média da expressao dos genes alvo em relagao
ao grupo controle (AACT). Os dados foram normalizados pela média geométrica dos

CTs dos genes constitutivos Actb e 18s.
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5.7 — Sumario dos resultados

ii)

Vi)

Diante dos resultados obtidos, podemos sumarizar:

A necrose hepatica induzida pela sobredose de APAP altera a
populagdo de células mononucleares residentes do figado por
infiltrado de neutrdfilos. A lesdo hepatica é auto resolutiva, e cursa com

a manutencao de neutrofilos no tecido durante todo o processo.

Neutréfilos que chegam ao figado sédo recrutados de duas fontes
diferentes: uma primeira onda composta por neutrofilos circulantes e

uma segunda onda de células liberadas da medula 6ssea.

Neutrofilos, ainda na medula 6ssea e na circulagdo sistémica,
percebem a lesdo hepatica e alteram seu perfil de expressédo génica
de forma coincidente com o momento da lesdo. Uma vez no figado,
neutrofilos podem ser educados para um perfil pré-resolutivo, o que é
associado com a supressao de genes proé-inflamatérios, coincidente
com o ténus regulatorio observado no figado nos momentos tardios da

lesdo hepatica.

Neutréfilos que s&o recrutados para o figado apds a necrose de
hepatdcitos, permanecem viaveis e transcricionalmente ativos durante
todas as fases da resposta inflamatéria, podendo ter papel

fundamental no reparo do érgéo.

Uma vez no figado, neutrofilos se acumulam preferencialmente dentro
das zonas necroéticas, patrulhando ativamente e em contato direto com

hepatdcitos mortos.

A transferéncia adotiva de neutrofilos resolutivos hepaticos, leva a
reducao da inflamacgao e da lesdo no figado induzida pela sobredose
de APAP.
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6. Discussao

Neutréfilos sdo os leucdcitos mais abundantes na circulagdo sanguinea
de humanos (Summers et al. 2010), sendo considerados como uma das
primeiras linhas de defesa contra patégenos e, dessa forma, um dos pilares da
imunidade inata (Phillipson and Kubes 2011). A lesdo hepatica induzida pela
sobredose de APAP ocorre com a morte por necrose oncotica dos hepatdcitos,
resultando na liberagao do conteudo intracelular no tecido que, agora, atua como
DAMPs (Guijral et al. 2002). Dessa forma, citocinas e quimiocinas, juntamente
com produtos intracelulares e mitocondriais, atuam na ativacido e recrutamento
de neutrdfilos para o figado (Marques et al. 2012). Em um trabalho recente do
nosso grupo, demonstramos que a presenga dos neutrofilos no tecido hepatico
sao essenciais para permitir o rapido reparo do tecido apos leséo induzida pela
sobredose de APAP (Alvarenga et al. 2018b). Este presente trabalho se insere
nesse contexto, visando expandir nossos resultados prévios e investigar qual a
participacdo dos neutrofilos em todo o curso da inflamacgao hepatica induzida
pela sobredose de APAP, buscando compreender melhor (i) o papel dos
neutréfilos no ambiente necrotico; (ii) caracterizar o comportamento dos
neutréfilos na leséo; (iii) determinar a dindmica de expressdo génica dos
neutréfilos e (iv) investigar quais os mecanismos que regem os efeitos pré-

resolutivos dos neutréfilos na inflamagao hepatica.

Nos demonstramos que a dindmica do acumulo de neutrdfilos e a
progressdo da lesdo hepatica ocorrem de forma quase que simultanea, o que
poderia sugerir um papel dos neutréfilos na amplificacdo da lesdo tecidual. No
entanto, nos animais que sobrevivem as primeiras 24 horas, a lesdo hepatica
induzida por APAP é auto resolutiva, ainda que neutrofilos permanegcam no local
da lesdo durante todo o processo. A presenca de neutrdéfilos na lesao hepatica
induzida por sobredose de APAP foi reportada pela primeira vez em 1973
(Mitchell et al. 1973) e, um trabalho subsequente, sugeriu que o neutrofilo possui
papel na amplificacdo da lesao hepatica (Liu et al. 2006). No entanto, os efeitos
benéficos associados a deplecdo de neutréfilos nesse estudo (utilizando
anticorpos anti-GR1) podem ser atribuidos a efeitos ndo relacionados com a
diminuicdo no numero de neutrofilos mas, sim, a elevagdo nos niveis de

metalotioneinas, uma proteina rica em residuos de cisteina que, por esse motivo,
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pode atuar na inativagdo do NAPQI, de modo semelhante a N-acetil cisteina ou
a propria glutationa (Jaeschke 2006). Portanto, a contribuigdo dos neutréfilos na
amplificacdo da lesao tecidual, bem como no reparo do tecido, ainda permanece
uma questdo de grande debate e, por isso, merece uma investigagao mais

aprofundada.

Neutrofilos sdo células altamente diferenciadas da linhagem mieloide,
produzidas diariamente em grande quantidade na medula éssea e liberadas na
circulagao, através do qual podem migrar para os tecidos em resposta a uma
diversidade de estimulos inflamatérios (Ley et al. 2018). Neste trabalho,
demonstramos que essa dindmica de recrutamento de neutréfilos para o tecido
hepatico ocorre de forma tempo-dependente, de modo que o pico de migragcao
dos neutréfilos para o figado ocorre 24 horas apos o desafio com APAP,
momento no qual ocorre queda de, aproximadamente, 10 vezes na porcentagem
de neutrdfilos na medula éssea. Portanto, ondas adicionais de neutréfilos que
chegam ao figado estdo sendo recrutados da medula 6ssea. No nosso modelo
murino de lesdo hepatica induzida por APAP, essa alta demanda de neutrofilos
pelo figado sobrecarrega a medula éssea, provavelmente, porque camundongos
possuem porcentagem muito menor de neutréfilos circulantes (~10% dos
leucdcitos) quando comparados a humanos (~70% dos leucdcitos). Dessa forma,
camundongos possuem significativamente menos neutrofilos que podem ser
prontamente recrutados da circulacdo e dependem extensivamente do

fornecimento de neutréfilos pela medula éssea.

Uma vez no figado, os neutréfilos apresentaram um perfil de expressao
génica dinamico, se alterando de forma tempo-dependente e coordenada com o
momento da lesdo hepatica. Nesse sentido, nos momentos iniciais da resposta
inflamatoria, os neutréfilos apresentaram aumento na expressdo de genes
relacionados com sua migracao e agdes pro-inflamatoérias (Fpr1, Ltb4r1, Cxcl1 e
Alox5). O receptor de leucotrieno B4, Ltb4R1, cuja expresséao teve pico com 12
horas, é importante para os passos iniciais de recrutamento dos neutréfilos para
o local do estimulo inflamatorio (Oyoshi et al. 2012). De encontro a esse achado,
identificamos aumento significativo na expressao do gene Alox5 também com 12
horas. Alox5 codifica a enzima 5-lipoxigenase, cujo principal produto é o

leucotrieno B4. A expressao do gene Cxcl1 também teve aumento significativo
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com 12 horas e se manteve elevada durante todos os tempos analisados. CXCL1
€ 0 homodlogo funcional do CXCL8 em humanos e é a principal quimiocina
envolvida na quimiotaxia de neutréfilos murinos (Sawant et al. 2016). Portanto,
0 aumento da expressao do gene Cxcl/1 nos momentos iniciais, provavelmente
esta relacionado ao recrutamento de ondas adicionais de neutrofilos para o
figado. A producédo elevada de CXCL1 nos momentos tardios pode estar
envolvida com a formacao de novos vasos na area de lesdo. Ja € bem descrito
que neutréfilos podem atuar na angiogénese produzindo quimiocinas ELR* que
podem estimular a formag¢ao de novos vasos pela ativacao de receptores CXCR2
em células endoteliais (Heidemann et al. 2003, Addison et al. 2000, Benelli et al.
2002). O receptor de peptideo formilado, FPR1, é particularmente importante
para a migracdo de neutrofilos em direcdo a area da lesdo induzida pela
sobredose de APAP. Isso se deve ao fato de que, o excesso de NAPQI, leva a
perda da integridade da membrana mitocondrial e ocorre a liberagdo de
peptideos formilados derivados dessas mitocéndrias que atuam na quimiotaxia
de neutrofilos (Marques et al. 2012). O aumento na expressao de FPR1 em
neutrofilos, portanto, esta de acordo com achados prévios que demonstram que
neutrofilos, quando estao dentro de um raio de 150 um de distancia da necrose,
alteram seu mecanismo quimiotatico, passando a seguir o gradiente de peptideo

formilado em detrimento do gradiente de quimiocinas (McDonald et al. 2010).

Nos momentos tardios da lesdo, os neutréfilos hepaticos alteraram seu
perfil transcricional, de modo que ndo apenas diminuiram a expressao dos genes
pro-inflamatérios, como, também, aumentaram a expressdo de genes proé-
resolutivos. Observamos aumento progressivo na expressdo do gene que
codifica anexina A1 em neutréfilos hepaticos, o que poderia indicar a producéo
in situ desse mediador pré-resolutivo, além de ja ser descrito que neutrdfilos
possuem grande quantidade de anexina A1 estocada em seus grénulos
terciarios (Perretti et al. 2000). Anexina A1 atua na inibicdo da atividade da
fosfolipase A2, reduzindo a producao de eicosanodides, além de inibir, também,
a atividade da COX-1 e COX-2 (McArthur et al. 2015). Além de reduzir a
migracao de ondas adicionais de leucocitos, anexina A1 aumenta a capacidade
fagocitica de macréfagos, regula a liberagdo de TNF e IL-6 por essas células,

reduz a degranulagdo de mastdcitos e, através do seu receptor FPR2, induz

68



apoptose de neutrofilos (Jones et al. 2016). Anexina A1, ainda, promove o
recrutamento de mondcitos circulantes, sem causar a sua total ativacdo. Esse
processo ocorre através de uma cascata de sinalizagao centrada na
producgao de acido lisofosfatidico. Esse processo favorece a remocao de células
apoptéticas e levam ao repovoamento dos macréfagos teciduais devido a

diferenciagao desses mondcitos (McArthur et al. 2015).

Identificamos um pico na expressdo do gene que codifica a proteina
FPR2, receptor para mediadores lipidicos pré-resolutivos e anexina A1 (Maderna
et al. 2010). Como ja mencionado, a ligacdo da anexina A1 ou lipoxina A4 ao
receptor FPR2, em neutréfilos, induz a apoptose dessas células. A morte dos
neutréfilos por apoptose é um evento chave na resolucdo da inflamacdo. A
medida que o neutrdéfilo morre por apoptose, ele ainda expressa seus receptores
de membrana, mas a sua capacidade de ativar uma cascata de sinalizagao
intracelular apdés a interagdo desse receptor com seu ligante diminui
consideravelmente (Jones et al. 2016). Desse modo, esses receptores de
guimiocinas e citocinas, agora, passam a atuar como uma espécie de receptores
atipicos, realizando a depuragcao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
(Jones et al. 2016). Ainda, na fase resolutiva da resposta inflamatéria, neutréfilos
apresentaram aumento na expressao do gene que codifica TGF-[3, citocina que
esta envolvida no reparo tecidual (Border and Ruoslahti 1992). Portanto,
fornecemos evidéncias de que neutréfilos podem participar ativamente da
resolucao da resposta inflamatéria no figado através da producéo de mediadores
pré-resolutivos, além de ter papel importante no reparo tecidual através da
produgao de TGF-[3.

Demonstramos, também, que neutréfilos elevam de forma acentuada, ja
nas primeiras 12 horas, a expressédo do gene que codifica o receptor atipico de
IL-1, IL1R2, bem como a do gene que codifica IL1Ra, um antagonista soluvel do
receptor classico de IL-1. Ja é descrito na literatura que tanto neutréfilos murinos
quanto o de humanos expressam constitutivamente o receptor IL1R2,
responsavel por fazer a depuracéo de IL-13 e IL1-a (Bourke et al. 2003, Martin
etal. 2013). Também ja é descrito que neutrofilos podem produzir IL1Ra (Malyak
et al. 1994). Desse modo, nossos resultados vao de encontro a literatura e

sugerem que neutréfilos recrutados para o figado, além de produzir e secretar
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mediadores pré-resolutivos, podem, também, atuar ativamente na depuracao de
mediadores pro-inflamatérios como, por exemplo, controlando o efeito da IL-1(3

e IL1-qa, realizando sua depuragao e antagonizando o receptor classico IL-1R1.

A necrose hepatica aguda leva a liberagdo de uma diversidade de
moléculas intracelulares que atuam como DAMPs, além da producdo de uma
miriade de citocinas e quimiocinas (Marques et al. 2012). N&s hipotetizamos que,
devido ao abundante ambiente vascular do figado, essas moléculas podem
atingir a circulagéo sistémica em niveis elevados o suficiente para se difundirem
até compartimentos remotos, incluindo a medula dssea, e serem percebidas por
neutrofilos nesses locais. Nesse sentido, demonstramos que neutroéfilos, tanto
na medula 6ssea quanto aqueles que ja alcangaram a circulagao sistémica, séo
capazes, sim, de perceber a lesdo hepatica e alterar sua expressédo génica em

resposta a esse estimulo.

Com essa abordagem, observamos que neutrofilos, ainda na medula
O0ssea e na circulagdo sistémica, aumentam a expressao dos genes Fpr1 e
Ltb4r1 nos momentos iniciais da lesdo hepatica. A expressao desses genes,
como ja mencionado, sera importante para o recrutamento de neutréfilos em
direcdo a lesdo hepatica. Também observamos aumento significativo na
expressdo do gene Alox15 e diminuicdo da expressdo do gene Alox5 em
neutrofilos circulantes no periodo entre 12-24 horas apods o desafio com APAP.
Neutrofilos circulantes, principalmente no momento em que entram em contato
com ceélulas endoteliais para iniciar o processo de transmigragdao, podem ser
expostos a agentes autacoides (prostaglandina E2, por exemplo) que induzem
reducao na expressao do gene Alox5 e aumenta a expressao do gene Alox15
(Levy et al. 2001). Os genes Alox5 e Alox15 codificam as enzimas 5-
Lipoxigenase e 15-Lipoxigenase, respectivamente. O aumento na expresséo da
15-lipoxigenase em detrimento da 5-lipoxigenase resulta na alteragdo dos
produtos derivados do acido araquidénico, de modo que reduz a producao de
leucotrienos e prostaglandinas (mediadores pré-inflamatérios) e aumenta a
producdo de lipoxinas (mediadores proé-resolutivos). Lipoxinas inibem o
recrutamento adicional de neutrdfilos através da sua interagdo com receptor
FPR2 (Fierro et al. 2003) e favorecem a eferocitose de neutréfilos por

macrofagos residentes (Godson et al. 2000). Nesse sentido, demonstramos que
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neutrofilos ainda na medula e neutréfilos que alcangaram a circulagao
apresentam aumento significativo na expressao do gene que codifica o receptor
FPR2. Esses dados nos sugerem que os neutrdfilos ja transmigram para o figado
com toda a informag&o necessaria para a produgédo conjunta de FPR2 e
lipoxinas, que podem agir de modo paracrino em neutrofilos na area de necrose
em uma tentativa de regular seus proprios mecanismos efetores pro-
inflamatoérios. Também observamos aumento na expressao do gene /I1r2 em
neutrofilos circulantes 12 horas apos a intoxicacdo por APAP. A expresséao
elevada de tais genes relacionados com a modulagdo da resposta inflamatéria
em momentos iniciais da lesao, podem indicar que ondas adicionais de
neutréfilos que migram para o figado, ja chegam comprometidos em diminuir a

resposta inflamatdria e orquestrar a resolugéo da inflamacao.

Dessa forma, uma vez que novos neutrofilos sdo recrutados para o figado
de modo tempo-dependente, é razoavel admitirmos que cada onda adicional de
neutréfilos que chegam ao tecido, encontrara contextos inflamatorios diferentes.
Com essa perspectiva, o neutrofilo deveria chegar ao local do estimulo
inflamatdrio e rapidamente adaptar-se ao contexto inflamatério atual. Com esse
conjunto de resultados, no entanto, demonstramos que, tanto neutréfilos na
medula éssea quanto aqueles que ja alcangaram a circulagdo sistémica,
percebem a lesdo hepatica remota e alteram a sua expressao génica, em uma
espécie de “quorum sensing’, de modo a otimizar e coordenar sua fungao para
o momento atual da resposta inflamatéria que encontrara ao chegar no local da

lesao.

No presente trabalho, demonstramos que, em animais saudaveis, ha uma
porcentagem de neutréfilos no figado que estao constitutivamente em apoptose
tardia e necrose. Esse fendmeno pode ser explicado pela grande produgao diaria
de neutrdfilos e o seu curto tempo de vida quando n&o ha estimulo inflamatério.
Nesse sentido, acredita-se que a regulagdo do numero de neutréfilos seja
através da sua fagocitose por macrofagos teciduais residentes (Ley et al. 2018).
Células de Kupffer sdo macrofagos residentes do figado e se encontram no
lumen de sinusodides formando o maior sistema reticulo-endotelial do corpo.

Dessa forma, a presenga de neutréfilos em apoptose no figado saudavel, pode
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ser devido a sua remog¢ao constitutiva pelas células de Kupffer (Epelman, Lavine
and Randolph 2014).

Ainda, demonstramos que ocorre reducao na taxa de mortalidade dos
neutrdéfilos no figado necrético. A acuracia desse resultado poderia ser desafiada
pela rapida eferocitose dos neutrofilos mortos por células de Kupffer e a
substituicdo desses neutrofilos por ondas adicionais que chegam ao figado. No
entanto, além de demonstrarmos que nosso modelo de necrose hepatica, por si,
leva a redugdo significativa no numero de células mononucleares no ambiente
hepatico, demonstramos, ainda, que a deplegao total de macréfagos induzida
pela administracdo de CLL nao afeta a frequéncia de neutrdéfilos mortos. Desse
modo, 0 aumento na taxa de sobrevivéncia de neutréfilos durante todo o
processo de lesao hepatica, mesmo na auséncia de macréfagos, nos indica que
neutréfilos recrutados para o figado permanecem, de fato, viaveis por longos

periodos dentro das areas de necrose.

Demonstramos por microscopia intravital que os neutréfilos se localizam
estrategicamente nas areas de necrose, patrulhando ativamente e em contato
direto com hepatdécitos necroticos. Esse patrulhamento € seguido por constantes
alteragdes morfologicas desses neutrofilos ao longo do tempo, o que nos indica
que os neutréfilos permanecem vivos e ativos durante todo o curso da lesao,
corroborando nossos achados na citometria de fluxo. O contato direto entre
neutrofilos e hepatécitos em necrose pode estar relacionado com a remocgao de
detritos de células mortas pelos neutréfilos. A remocédo de células mortas é
essencial para criar espago para novos hepatdcitos e, desse modo, essencial
para o reparo do tecido hepatico. Dentre a diversidade de receptores de
membrana expressos pelos neutrofilos, varios sdo capazes de reconhecer
detritos e induzir fagocitose. Por exemplo, neutrofilos podem reconhecer e
fagocitar detritos celulares através de receptores do tipo CLEC e receptores Fc
(que podem induzir a fagocitose de detritos opsonizados com anticorpos e
proteinas do sistema complemento) (Westman, Grinstein and Marques 2019).
Em um trabalho de lesao hepatica induzida por queimadura focal, a deplec¢ao de
neutrofilos levou ao atraso na remocao de detritos de células mortas na area da

necrose (Wang et al. 2017).
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Uma vez que demonstramos que neutrofilos, além de permanecerem
viaveis durante todo o curso da lesdo hepatica, também alteram seu perfil
transcricional de pro-inflamatério para pro-resolutivo, hipotetizamos que
neutréfilos podem participar ativamente da resolugdo da inflamagao e reparo
tecidual. Demonstramos que a transferéncia de neutréfilos resolutivos para
animais no inicio da lesdo hepatica induzida por APAP tém impacto significativo
em reduzir a inflamacéao e a lesdo hepatica. Esse efeito regulatério, no entanto,
nao foi suficiente para observarmos completa recuperacédo da fungédo hepatica.
Isso pode ser explicado por termos realizado essa transferéncia e um momento
inicial da lesdo hepatica (6 horas ap6s o desafio com APAP). Desse modo, os
hepatdcitos podem, ainda, estar muito estressados pela recente sobredose de
APAP e, por esse motivo, realizarem de forma ineficaz a depuracao do verde de
indocianina, modelo utilizado nesse trabalho para avaliar alteragdes na funcéo

hepatica.

O trabalho pioneiro de Paul Ehrlich no final do século 19, utilizando
corantes acidos basicos de alcatrao, nos permitiram distinguir diferentes tipos de
leucdcitos, incluindo a nossa primeira percepgao dos neutrofilos (Kay 2016). No
entanto, quase um século e meio depois, os neutrdfilos ainda sao células
enigmaticas para nos. Portanto, ndo é surpreendente que diversos trabalhos
sobre neutrodfilos continuem a surgir a cada dia. Nesse sentido, apesar de haver
mais de 170.000 artigos publicados sobre os neutréfilos, ainda nao
compreendemos completamente todas a funcdes dessa célula. Além de todas
as incertezas que regem o papel dos neutréfilos em diversas doengas, ainda n&o
sabemos exatamente como neutréfilos podem regular a resposta imune
adaptativa ou, mesmo, questdes mais basicas como, por exemplo, qual o destino
dos neutréfilos apds realizarem seu mecanismo efetor no tecido ou se ha algum
papel fisiolégico dos neutrofilos quando ha auséncia de estimulo inflamatorio.
Uma nova e recente visao sobre neutréfilos € a do seu papel na resolugdo da
inflamacao. Este presente trabalho amplia nossa percepc¢ao atual de como
neutrofilos se comportam no local do estimulo inflamatério e traz uma nova luz
sobre seu papel na resolucéo da inflamagao. Considerando a nogao classica de

que os neutrofilos sao células instaveis e com altissimo potencial de causar dano

73



colateral ao tecido, seria muito incomum pensar que 0 organismo geraria essa

grande quantidade de neutrdéfilos apenas para se acaso ocorrer uma infecgao.

Os resultados apresentados nesse trabalho foram publicados no

periodico “Journal of Leukocyte Biology” no dia 18 de maio de 2020. (Anexo 1)
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7. Conclusao

O Neutrdfilo é tipicamente considerado uma célula instavel, cuja ativagéao
deve ser altamente controlada. Portanto, quando comegamos a apreciar que
diversas doengas possuem um componente inflamatério subjacente, por
exemplo, artrite, gota, isquemia e reperfusdo, a culpa recaiu sobre o neutréfilo
(Kubes 2018). Foi, com essa visao classica dos neutrofilos, que diversas
estratégias terapéuticas foram tragcadas para tratar essas doencgas, cuja
abordagem atual é evitar que novos neutrofilos sejam recrutados para o local do

estimulo inflamatério.

No entanto, neste trabalho, nds desafiamos essa abordagem.
Demonstramos que, ao contrario dos dogmas classicos, neutréfilos sdo células
ativas no local do estimulo inflamatoério e que o processo de reparo do tecido
hepatico cursa com a manutengcdo do neutréfilo no figado. Nao obstante,
neutréfilos apresentaram sobrevivéncia prolongada nas zonas necréticas, uma
caracteristica fundamental para permanecerem ativos e com perfil transcricional
dindmico, alterando seu perfil de proé-inflamatorio para pré resolutivo nos
momentos tardios da lesdo hepatica induzida pela sobredose de APAP.
Portanto, fornecemos novos indicios de que neutréfilos possuem papel chave
em orquestrar a resolucdo da inflamagao e o reparo tecidual. Dessa forma,
terapias que visam cessar a migragao de neutrofilos devem ser avaliadas
cuidadosamente, visto que essas células podem ser essenciais para o rapido e

efetivo retorno do tecido a sua homeostase.
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Abstract

Neutrophils were classically described as powerful effectors of acute inflammation, and their main
purpose was assumed to be restricted to pathogen killing through production of oxidants. As con-
sequence, neutrophils also may lead to significant collateral damage to the healthy tissues, and
after performing these tasks, these leukocytes are supposed to die within tissues. However, there
is a growing body of evidence showing that neutrophils also play a pivotal role in the resolution
phases of inflammation, because they can modulate tissue environment due to secretion of differ-
entkind of cytokines. Drug-induced liver injury (DILI) is a worldwide concern being one of the most
prevalent causes of liver transplantation, and is well established that there is an intense neutrophil
recruitment into necrotic liver during DILI. However, information if such abundant granulocyte
infiltration is also linked to the tissue repairing phase of hepatic injury is still largely elusive. Here,
we investigated the dynamics of neutrophil trafficking within blood, bone marrow, and liver during
hepatic inflammation, and how changes in their gene expression profile could drive the resolution
events during acetaminophen (APAP)-induced liver injury. We found that neutrophils remained
viable during longer periods following liver damage, because they avidly patrolled necrotic areas
and up-regulated pro-resolutive genes, including Tgfb, I11r2, and Fpr2. Adoptive transference of
“resolutive neutrophils” harvested from livers at 72 h after injury to mice at the initial phases of
injury (6 h after APAP) significantly rescued organ injury. Thus, we provide novel insights on the
role of neutrophils not only in the injury amplification, but also in the resolution phases of inflam-
mation.

KEYWORDS
hepatology, immunology, in vivo imaging, liver necrosis, neutrophil, resolution of inflammation,
sterile injury, tissue repair

1 | INTRODUCTION

Abbreviations: ALT, Alanine aminotransferase; APAP, Acetaminophen; CLL, Clodronate
liposomes; DAMPs, Damage-associated molecular patterns; DILI, Drug-induced liver injury;

Neutrophils are polymorphonuclear leukocytes, classically seen as
the blunt tool of acute inflammation. In fact, neutrophils are typi-

ICG, Indocyanine Green; KC, Kupffer cell; NAC, N-acetyl cysteine; NAPQI,

N-acetyl-p-benzoguinone imine; NPCs, Nonparenchymal cells; NSAID, Nonsteroidal

anti-inflammatory drug; RT-PCR, Real-time PCR .
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inflammatory stimulus! where they orchestrate the subsequent steps
trophils are preloaded with cytoplasmic granules that can shift their
baseline profile as a circulating leukocyte into a powerful effector of
acute inflammation. In this sense, for many years, it was believed that
its sole purpose was to rapidly reach injury sites, perform degranula-
tion to production of powerful oxidants in an attempt to kill invading
pathogens, and die within tissues.3 As an inexorable consequence
of this behavior, neutrophils cause significant collateral damage to
the tissue? that may contribute to organ failure in different models,
including lung, brain, skin, and liver.56

Drug-induced liver injury (DILI) is a worldwide concern and one of
the most prevalent causes of liver transplantation.” Acetaminophen
(APAP) is a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) and, although
it is safe at therapeutic dosage, APAP poisoning is responsible by
approximately 50% of acute liver failure cases in United States and
Europe? This elevated number of APAP-induced liver injury can be
attributed to its easy and over-the-counter access. The only available
treatment for APAP poisoning is the rapid administration of N-acetyl
cysteine (NAC) in the first 12 h? and, in severe cases, liver transplanta-
tion is the only lifesaving alternative. APAP-induced liver injury occurs
in a two steps manner: first, APAP is metabolized in the liver through
cytochrome P450 pathway and the toxic intermediated N-acetyl-p-
benzoquinone imine (NAPQI) is generated. In high doses, NAPQI lev-
els rapidly increase, causing oxidative stress and hepatocyte death by
oncotic necrosis. Later, hepatocyte necrosis results in the release of
intracellular content that act as damage-associated molecular patterns
(DAMPs) and trigger an acute inflammation®® and overt neutrophil
recruitment to the liver.

Neutrophil recruitment to the liver after APAP-induced liver injury
was first described in 197311 and subsequent data suggested that
neutrophils may play a pivotal role in the amplification of liver
injury.212-15 However, in the last years, it has becoming increas-
ingly clear that neutrophils could orchestrate both the onset and
the resolution of acute inflammation. In fact, neutrophils store pro-
resolutive protein in their granules such as annexin V,¢ and pro-
duce lipoxins at the site of inflammation.1” Also, neutrophils may also
use microRNAs (including microRNA-223) to drive spontaneous res-
olution of liver inflammation.'® Also, in a previous work from our
group, we demonstrated that the presence of neutrophils in liver
parenchyma plays a fundamental role in tissue repair after ster-
ile liver injury,’? but the mechanisms behind such events were still
largely elusive.

Here we demonstrated, for the first time, that neutrophils remained
viable during longer time points of hepatic inflammation because they
avidly patrolled necroticareas, displaying an active transcriptional pro-
file. Neutrophil profile dramatically changed throughout the course of
injury progression, and adoptive transfer of “resolutive neutrophils”
(RN) to mice at acute phases of liver inflammation significantly rescued
organ injury. Therefore, we provide novel insights on the role of neu-
trophils not only in the injury amplification, but also in the resolution

phases of inflammation.

2 | METHODS

2.1 | Animais

Female C57BL/6J mice aging 8-10 wk old were purchased from
Centro De Bioterismo—Universidade Federal De Minas Gerais
(CEBIO—UFMG, Brazil). Mice were housed in mouse microisolator
cages (Alesco, Monte Mor, Sdo Paulo, Brazil) under controlled con-
ditions of temperature, 23°C, light/dark cycle of 12/12 h with food
and water ad libitum. The animal care and use committee at UFMG
approved all animal studies in this work (CEUA 377/2016).

2.2 | Acetaminophen-induced liver injury model

Mice were fasted for 12-15 h before a single administration of APAP
(600 mg/kg) or vehicle as previously described.?® Fasting was per-
formed to assure full APAP absorption and reproducibility among
experiments. APAP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was diluted in
warm saline 0.9% at a concentration of 75 mg/mL prior oral gavage.

2.3 | Alanine aminotransferase (ALT) assay

Levels of serum ALT was performed utilizing a kinetic test (Bioclin, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil) as indicative of liver injury. Blood sam-
ples were harvested and centrifuged at 1500x g during 10 min and
the serum was harvested. The enzymatic assay was carried out in a
96-well microplate where pure serum and three different dilutions
(1:10, 1:20, and 1:30) were added. Substrate (HEPES buffer pH 7.8,
LDH, L-Alanine, NaCl, and sodium azide) with coenzymes (alfacetog-
lutarate, NADH, and sodium azide) was added to the serum samples at
37°C. After 505, the plate with samples was read in a spectrophotome-
ter at 37°C (340 nm) every 1 min during 4 min.

2.4 | Histologic analysis

Liver was harvested and fixed in 4% formaldehyde in PBS, pH 7.4
(Sigma-Aldrich), dehydrated in alcohol and embedded in paraffin. Sec-
tions of 4 um thicknesses were made with microtome, stained with
H&E. Images were taken with a Nikon Ti microscope (Nikon, Shina-
gawa, Tokyo, Japan) through a 40x objective.

2.5 | Isolation of liver nonparenchymal cells (NPCs)

Mice were treated with APAP (600 mg/kg) and 6, 12,24,48,and 72 h
after the challenge, liver was harvested, minced into small pieces, and
enzymatically digested in a solution of RPMI-1640 medium supple-
mented with collagenase VII (1 mg/mL Sigma-Aldrich) during 1 h under
constant agitation at 37°C. The liver homogenate was filtered through
a70 um cell strainer in order to remove undigested tissue. The filtrated
was differentially centrifuged (first: 300x g for 5 min, second and third:
60x g for 3 min, and fourth: 300x g for 5 min, at 4°C). The final pellet
was reconstituted for further analysis.
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2.6 | Assessment of liver leukocyte population

Onto the NPCs pellet was added 100 uL of PBS supplemented with 3%
of BSA (Sigma-Aldrich). A sample of this cell solution was used to assess
the total leukocyte in liver NPCs and 5 x 10% cells were resuspended in
100 pL of PBS-BSA 3% and centrifuged at 300x g for 5 min in histologic
glass slides. The differential determination of leukocytes was carried
outin optical microscope using a 100x objective.

2.7 | Flow cytometry

For flow cytometry analysis, 5 x 10° cells of each liver NPCs samples
were labeled with fluorescein-conjugated anti-Ly6G (2 pg/mL eBio-
science, San Diego, CA, USA; clone 1A8), alophycocyanin-conjugate
annexin V (2 pg/mL, Immuno Tools, Gladiolenweg, Friesoythe, Ger-
many) and propidium iodide (250 pg/mL, Molecular Probes, Fisher
Scientific—Arendalsvigen, Géteborg, Sweden) in annexin V binding
Buffer (PBS supplemented with HEPES 10 mM; NaCl 150 mM; and
CaCl, 2.5 mM; pH = 7.4) for 30 min. The samples were read in
an Accuri C6 cytometer (Becton-Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA).
FlowJo (FlowJo, LLC, Ashland, OR, USA) and Accuri Cé software were
used to analyze the results.

2.8 | Neutrophil purification

After liver NPCs isolation, the cells were labeled with PE-conjugated
anti-Ly6G (2 pg/mL eBioscience; clone 1A8) in PBS supplemented
with BSA 0.5% and 2 mM EDTA for 30 min at 4°C. Cells were then
washed with 2 mL of PBS/BSA/EDTA, centrifuged 300x g for 5 min at
4°C. Further, Ly6G-postive cells (therefore PE-stained cells) were cap-
tured using anti-PE-conjugated magnetic microbeads (incubation for
30 min). Cells were washed again as described above and resuspended
in 3 mL of PBS/BSA buffer and transferred to a magnetic field column
iMag (BD Biosciences). After 15 min, the cells where washed and neu-

trophils purity was assessed in an Accury C6 cytometer.

2.9 | RNA extraction and real-time PCR (RT-PCR)

Total neutrophils RNA extraction was performed by a ReliaPrep RNA
Tissue Miniprep System (Promega, Madison, Wisconsin, United States)
following the manufacturer’s instructions. Total RNA was quantified
using a Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and 60 ng of RNA was used to perform reverse transcription with
iScript cDNA Synthesis Kit. The resulting cDNA was amplified be a RT-
PCR withiTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) in a Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany). All primers used in
this work (Supporting Information Table S1) were selected from Har-
vard'’s PrimerBank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/).

2.10 | Confocal intravital imaging

Confocal intravital imaging was performed as previously described.?!
Mice were anesthetized (s.c.) with ketamine and xylazine (Syntec,
60 mg/kg and 15 mg/kg, respectively). A midline laparoscopy was per-
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formed to expose the liver for imaging. Prior to surgery, mice received

an iv. injection of a 100 L mixture containing brilliant violet (BV)

1.¢o ated anti-LvaG (200 ue/ke Biclesend San Diego. CA USA:
1-conjugate: t G, San D

Ly 66 (20U HE/KE, DIOLEEENG, San LIiegs, LA, USA;
clone 1A8), albumin-fluorescein isothiocyanate conjugate (12 mg/kg,
Sigma-Aldrich), and propidium iodide (200 pg/kg, Molecular Probes,
Fisher Scientific) in saline 0.9%. Positive labeling was confirmed by
injection of matched isotypes control (IgG). Mice were imaged utiliz-
ing a Nikon Eclipse Ti (Nikon) with an A1R confocal microscope loaded
with a spectral detector and XYZ motorized stage.

2.11 | Kupffer cell (KC) depletion

KC depletion was performed as previously described.?2 Briefly, mice
received ani.v. injection of 50 mg/kg of clodronate liposomes (CLL; clo-
dronatelipossomes.com) 24 h after APAP administration. Experimen-
tal analysis was made 24 h after APAP administration totaling 48 h
after CLL treatment.

2.12 | Image analysis and neutrophil tracking

Neutrophil morphology and tracking were performed semi-
automatically utilizing NIS Elements AR 5.1 (Nikon). Movies were
recorded taking one frame every 30 s. Tracks that lasted for less
than three frames were excluded from analysis. Morphologic analysis
includes neutrophil area, perimeter, circularity, EqDiameter (equiv-
alent diameter) were digitally acquired using NIS Software (Nikon).
Tracking analysis was performed using at least three different animals.

2.13 | Neutrophil adoptive transference

Mice were challenge with APAP and, after 6 h, received an iv. adminis-
tration of 5 x 104 neutrophils isolated from the liver of control mice
(NO) or RN isolated from mice in the resolutive phase of liver injury
(72 h after APAP challenge). Analysis was performed 24 h after APAP
administration.

2.14 | Indocyanine green (ICG) clearance rate assay

To evaluate if liver injury led to hepatic dysfunction, we mea-
sured the ICG clearance rate from systemic circulation as previ-
ously described.1? Briefly, ICG (Sigma-Aldrich) was administered iv.
(20 mg/kg) and, after 20 min, blood samples were harvested, cen-
trifuged at 1500x g for 10 min, and the serum was used to quantify
systemic ICG levels. Samples were seeded in 96-well microplates and
quantified in a spectrophotometer (VERSAmax, Molecular Devices,
San Jose, CA, USA) at 800 nm.

2.15 | ELISA

Levels of chemokines and cytokines were measured by sandwich
ELISA using commercial kits (DuoSet R&D Systems, Minneapolis, Min-
nesota, United States) following the manufacturer’s instructions. The
absorbance was determined by a spectrophotometer (VERSAmax,
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Molecular Devices) at 490 nm. Results were expressed as pg/mL in
100 mg of wet tissue.

2.16 | Statistical analysis

Statistical analysis was performed in GraphPad Prism 7.0 software
(GraphPad Softwares, Inc., La Jolla, CA, USA). The experimental data
analysis was performed with Student’s t-test. All data are given as the
mean + SEM. In vivo experimental groups had at least three mice per
group. Differences were considered significant when P < 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | Liver necrosis leads to replacement of hepatic
mononuclear cells by infiltrating neutrophils

To map the dynamics of hepatic immune cells during liver inflamma-
tion, we challenged mice with APAP, a well-described model of acute
hepatic necrosis.12324 Mice treated with APAP rapidly evolved to liver
injury as assessed by increased serum levels of transaminase (ALT)
(Fig. 1A), extensive centrilcbular ne: i

(Fig. 1B), and intravital microscopy (Supporting Information Fig. S1).
This APAP dose led to a 28% of mortality rate at the first 24 h (Fig. 1C),
and mice that passed this phase survived until the end of the exper-
imental protocol (7 d). Isolation of hepatic NPCs after 12 to 24 h
after APAP intake confirmed a massive liver inflammation as seen
by a significant increase (~60%) in number of liver leukocytes recov-
ered following purification of NPCs (Fig. 1D). In controls, mononu-
clear cells (macrophages and monocytes) comprised the major part of
liver immune cells (~70%) (Fig. 1E), together with ~20% of lympho-
cytes (Fig. 1F). In sharp contrast, livers from APAP-treated mice had
a robust and time-dependent increase of neutrophil counts (Fig. 1G),
along with a large depletion of hepatic mononuclear cells (Fig. 1E). In
fact, during the first 24-48 h after APAP intoxication, the liver immune
environment completely shifted from a mononuclear to a granulo-
cyticmilieu, as shown by an elevated polymorphonuclear/mononuclear
ratio (Fig. 1H and 1). After 72 h of APAP challenge, the number of
NPCs returned to baseline, and whereas neutrophil counts dramat-
ically reduced, we still observed retention of these cells within the
liver (Fig. 1G). Furthermore, we also found significantly lower counts of
total lymphocytes at 72 h (Fig. 1F) which explains the slightly decrease
observed intotal NPCs at 72 h (Fig. 1D), suggesting that despite normal
liver function, baseline serum levels of ALT and typical histopathologic
findings, a complete recovery of hepatic immune system may demand
longer periods.

To image hepatic immune response in a physiologic and in vivo con-
text, we next prepared mice to confocal intravital microscopy. Mice
received fluorescein-conjugated albumin, which allows a precise iden-
tification of hepatic microvascular bed, revealing also putative flow
changes induced by liver necrosis. We also counter-stained neutrophils
in vivo using anti-Ly6G. Under control conditions, liver is widely per-
fused and a small population of neutrophils inhabited the intravas-
cular compartment. However, following 6 h of APAP intoxication, we

observed larger areas devoid of perfusion, and several neutrophils
already emigrated to the liver at this time point. Over time, multiples

A within tha N

a in the

suggestive of necrosis (Fig. 1J). Neutrophil infiltration peaked at 24 h
(Fig. 1K), and despite their reduction at 48 h, larger areas of necrosis
were still imaged. After 72 h, liver perfusion returned to normal levels
(Fig. 1J), which was accompanied by the return of neutrophil counts to
baseline values (Fig. 1K). Together, these data demonstrated that pro-
found changes occur within the liver in the course of necrosis, and a
robust neutrophil mobilization to the liver is coincident with the peak
of hepatic injury and the final phases of tissue recovery.

3.2 | Egress of Ly6G+ cells from bone marrow
supports neutrophil traffic through the blood and their
final infiltration within the liver during the initial
phases of liver necrosis

Whereas neutrophils are the most frequent leukocyte in human circu-
lation (up to 70% of immune cells), mice have significant lower neu-

their prompt accumulation within inflammatory focus, whereas in mice
alternative sources might be necessary to rapid responses. Based on
these premises, we next tracked neutrophil dynamics within the dif-
ferent compartments within the body (bone marrow, blood, and liver)
during the hepatic immune response to necrosis (Fig. 2A). Flow cytom-
etry analysis of Ly6G+ cells revealed that whereas neutrophil counts
increased within the liver (Fig. 2D) and the blood (Fig. 2C) in the first
6 h after APAP challenge, no changes in Ly6G+ cells were observed in
bone marrow (Fig. 2B). However, after 24 h of APAP treatment, a mas-
sive reduction in the number of Ly6G+ cells in the bone marrow was
observed (Fig. 2B), together with a significant peak in Ly6G+ cells in
the circulation (Fig. 2C) and in the liver (Fig. 2D). At later time points
(48-72 h), frequency of Ly6G+ cells in the bone marrow returned to
baseline values, which was also observed in the other compartments.
Together these data suggest that different neutrophil sources may
exist during the immune response to liver injury, being (i) a first wave
composed mostly from circulating neutrophils and (ii) a second wave
comprising cells released from the bone marrow.

3.3 | Acute liver necrosis leads to major alterations in
neutrophil gene expression profile in the liver and in
remote compartments

Acute liver necrosis leads to release of a plethora of intracellular
DAMPs and also secretion of several cytokines. Probably due to an
abundant microvascular hepatic environment, these molecules may
spread within circulation at significant higher levels, and reachimmune
cells in remote sites, including the bone marrow. To map immune alter-
ations in neutrophils in different compartments and in the peak of
liver inflammation, we purified Ly6G+ cells from bone marrow, blood,
and liver to further assessment of gene expression (Fig. 3A). We
selected genes belonging to both proinflammatory and pro-resolutive
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FIGURE 1 APAP-induced liver injury leads to replacement of hepatic mononuclear cells by infiltrating neutrophils. Serum ALT levels (A).
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Images were taken using 20X objective. Red arrows indicate the area the magnification insets were taken from (B). Mice survival curve after APAP
(600 mg/Kg, n = 30) or saline administration (C). Number of total liver NPCs (D). Differential analysis of mononuclear cells (E), lymphocytes (F)
and neutrophils (G). Neutrophil/Mononuclear cells ratio over time (H). Schematic representation of neutrophil and mononuclear cells dynamics
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pathways. We found that Ly6G+ cells from APAP-treated mouse bone
marrow displayed a significant increase in mRNA levels for different
proinflammatory genes, including Cxcl1, Fpr1, and Ltb4rl. Whereas
we found that the expression of Cxcr2 gene remained unaltered,
Alox5 expression was significantly down-regulated (Fig. 3B). Although
mRNA levels of Tgfb and Fpr2 (a receptor for lipoxin A4 and annexin
A1 that could drive an anti-inflammatory outcome) were significantly
increased following APAP challenge, all other pro-resolutive genes,
including I11r2, ll1ra, AnxA1, and Alox15 were down-regulated in bone
marrow-derived Ly6G+ cells (Fig. 3B).

In circulating Ly6G+ cells, a different profile was observed.
The expression of proinflammatory genes displayed a biphasic pat-
tern in the course of APAP intoxication for Fprl and Ltb4rl,
and a significant and sustained suppression of Cxcl1, Cxcr2, and
Alox5 (Fig. 3C). We observed a similar profile for pro-resolutive
genes, being biphasic for Fpr2 and Il1r2, significant suppression of
I11ra, Anxal, and Tgfb, and up-regulation of Alox15 (Fig. 3C). Taken
together, all proinflammatory genes analyzed were suppressed after
48 h of APAP challenge, along with variations in pro-resolutive

gene expressio n.
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FIGURE 4 Evaluation of neutrophil gene expression in liver throughout the course of APAP-induced liver injury. Schematic representation
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In sharp contrast to alterations in bone marrow and circulating and Ltb4r1 expressions were significantly reduced at this time point
Ly6G+ cells, hepatic neutrophils displayed a consistent expression (Fig. 4E and F). Consistent with the reduction in the expression of
profile during APAP challenge. Whereas Cxcl1 and Frp1 clearly proinflammatory genes, Tgfb, I11r2, and Il1ra mRNA expressions were
remained up-regulated until 48 h after APAP (Fig. 4B and C), Cxcr2 sustainably higher up to 48 h after APAP intake (Fig. 4H, I, and L).
expression was down-regulated (Fig. 4D). Also, we observed that Alox5 Fpr2 and Anxal displayed a biphasic expression, peaking at 12-24 h
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after injury and returning to baseline levels 48 h after APAP intake
(Fig. 4G and J); however, Alox15 expression was down-regulated in

. ints (Fig A Eurthar analusis of or
{Fig. 4K). Further analysis of pr

whole liver samples confirmed that tissue levels of hepatic cytokines,
including CXCL1 and TGF-p, corroborated the gene expression profile
found in isolated neutrophils (Supporting Information Fig. S2). Taken
together, these data revealed a massive disturbance in the expression
profile of different genes in neutrophils in remote sites and within
the circulation. Moreover, once within the liver, neutrophils may be
educated to a pro-resolutive profile, which is associated with a sup-
pression of proinflammatory gene expression, providing a reasonable

explanation for the regulatory tonus observed in the liver.

3.4 | Neutrophils that migrate to the liver following
hepatocyte necrosis remain viable during all phases of
the inflammatory response

The fate of emigrating neutrophils within inflamed tissues remains

debatable. Although neutrophils may have an increased lifespan upon

term dependent cell actions are not commonly credited to neutrophils.
Based on our data demonstrating that neutrophils remained within
the liver even after 3 d after injury and also maintained an active
gene expression, we hypothesized that these cells might remain viable
for longer periods. For this, we assessed the frequency of viable neu-
trophils and also measured the percentage of different cell death
modalities—including necrosis, apoptosis, and late apoptosis—using
flow cytometry of hepatic neutrophils fromdifferent points after APAP
administration. In fact, neutrophils from mice with acute liver injury
had a significant reduced rate of necrosis (Fig. 5A), and although no
major changes were found in apoptosis rate (Fig. 5B), these cells dis-
played lower percentages of late apoptosis in the initial phases of liver
inflammation (Fig. 5C). Surprisingly, even in later time points (72 h after
APAP intoxication), emigrated neutrophils remained viable with the
lowest rates of necrosis. In sharp contrast with the prevalent dogma,
the percentage of presumably live neutrophils (those that are consid-
ered not dead by necrosis, apoptosis, and late apoptosis) enhanced
over the inflammation period, and remained elevated up to 72 h after
challenge, a period when the pro-resolutive phase has already started
(Fig.5D).

Removal of dead neutrophils by macrophages—a process referred
to as efferocytosis—is fundamental for the maintenance of normal tis-
sue homeostasis and a prerequisite for the resolution of inflamma-
tion. Therefore, the rapid removal of dead neutrophils by macrophages
could possibly mask our assessment of neutrophil viability rate. To
supersede this caveat, and avoid removal of putative dead neutrophils
within the liver, we next depleted hepatic macrophages (KCs) before
challenging mice with APAP. CLL injection caused full depletion of
KCs (Fig. 5E and F), and even in the absence of macrophages, no
changes in the frequency of apoptosis, necrosis, and late apoptosis
in neutrophils were observed (Fig. 5G-1). These data reinforced our
claim that once emigrated to the liver, neutrophils remained viable
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transcriptionally active and may be key effectors in the fate of organ

recovery.

3.5 | Neutrophils accumulate preferentially within
necrotic zones, and active patrolled dead hepatocytes

Once established that neutrophils persisted alive within the necrotic
liver, we next dynamically visualized their behavior under confocal
intravital microscopy. For this, we stained dead cells in vivo with pro-
pidium iodide, and imaged the accumulation of Ly6G+ cells over the
course of APAP-induced liver necrosis. Consistent with our biochem-
ical analysis, intravital imaging of tissue necrosis confirmed that APAP-
induced liver injury is consistent with a time-dependent hepatocyte
death (Supporting Information Fig. S1). As seen in Figure 6, the major-
ity of Ly6G+ cells were preferentially accumulated in the vicinity of
dead cells and necrotic zones. These cells avidly circumscribed dead
cells and actively patrolled liver sinusoids and the parenchymal envi-
ronment, and such behavior caused major changes in their morphol-
ogy (Fig. 7A). Neutrophils from control mice are usually rounded, with
higher values of circularity (0.9 in average, being 1.0 a perfect cir-

cle). However, neutrophil shape prof

ndly changed during the hep-
atic inflammatory process, because they became less rounded (Fig. 7B)
and more spread, causing a significant increase in their area (Fig. 7C),
diameter (Fig. 7D), and perimeter (Fig. 7E). Digital tracking of individual
neutrophil path within the liver showed that during necrosis-induced
inflammation process, part of these cells travelled longer distances,
whereas others remained moving several times, but with shorter dis-
tances (Fig. 7F, Supporting Information Movies $1-3). These multi-
ples behaviors suggest that the hepatic neutrophil pool may comprise
cells under different stages of activation, which may be associated
with their location within the hepatic compartments (intravascular or
within necrotic areas).

3.6 | Adoptive transfer of hepatic neutrophils
isolated from the resolution phase lead to reduction in
liver inflammation and hepatic injury

Considering that hepatic neutrophils shifted from a proinflammatory
to a pro-resolutive profile during the later phases of liver injury, we
asked if adoptive transfer of such RN to APAP-challenged mice at
the peak of the inflammatory response would dampen liver inflamma-
tion and injury. For this purpose, we isolated liver neutrophils from
mice 3 d after APAP intoxication—the time point that we detected
enhanced expression of mRNA for Tgfb and Fpr2 (pro-resolutive), as
well as reduced expression of Cxcl1 and Ltb4r1 (proinflammatory; Sup-
porting Information Fig. S3). Then, we transferred 5 x 10% cells iv.
into mice that were treated with APAP after 6 h, because this is the
precise onset of hepatocyte necrosis and the initial arrival of neu-
trophils within liver tissue.'>1? As controls, we also transferred hep-
atic neutrophils from nontreated mice (refereed here as NO) to mice
challenged with APAP under the same conditions. We found that the
transfer of RNs, but not NO, led to a significant decrease in liver
injury (Fig. 8A). Moreover, mice that received NO, but not RN, had a
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FIGURE 5 Neutrophils remain viable in liver during all phases of APAP-induced liver injury. Flow cytometry evaluating the proportion
of neutrophils (Ly6G+ cells) in liver dying by necrosis (Ly6G+/Pi+/AnnexinV-) (A), Apoptosis (Ly6G+/Pi-/AnnexinV+) (B) and late apoptosis
(Ly6G+/Pi+/AnnexinV+) (C). Percentage of presumably live neutrophils in liver (D). Evaluation of Kupffer cells (F4/80+) depletion after clo-
dronate liposomes administration (50 mg/Kg iv.) by flow cytometry (E) and by confocal intravital imaging; 20x magnification; scale bar: 50 um.
PE-conjugated anti-F4/80, (200 pg/Kg iv.) (F). Flow cytometry evaluating the proportion of neutrophils in necrosis (G), apoptosis (H) or late apop-
tosis (1) in KCs depleted mice 24 hours after APAP intake. (Mean + SEM) *p < 0,05 compared to control group

massive increase in liver dysfunction, as assessed by reduced rates of
ICG depuration (Fig. 8B). In fact, mice engrafted with RN had reduced
expression levels of Cxcl1 mRNA (Fig. 8C), and increased levels of 1110
(Fig. 8D) and Anxal mRNA (Fig. 8E). Furthermore, although NO transfer
caused significant reduction in mRNA expression for 116 (Fig. 8F) (a pro-
mitotic cytokine to hepatocytes) and 1110 (a cytokine with potent anti-
inflammatory effects), mice that received RN showed baseline levels as
compared to APAP-treated group. Together, these data provide strong
evidence that neutrophils are transcriptionally active and might influ-

ence the fate of liver inflammation in different time points of the acute

liver injury.

4 | DISCUSSION

Neutrophils are the most abundant leukocytes in human circulation,26
being considered as one of the first line of defense against invad-
ing pathogens.* APAP-induced liver injury occurs due to widespread
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3X Zoom Merge

FIGURE 6 Intravital imaging of the necrotic site after APAP-induced liver injury. Confocal intravital imaging of the entire course of liver injury
after APAP intoxication. Neutrophils labeled with BV421-conjugated with anti-Ly6G (200 pg/Kg, i.v.). Necrotic sites labeled with propidium iodide
(200 ug/Kg, iv.). 40X magnification. White squares indicate the area where the zoom was taken from. Scale bar: 50 um
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FIGURE 7 Neutrophil morphological and behavioral analysis within necrotic site over time. Confocal intravital imaging of neutrophils (Blue;
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path length (F). (Mean SEM) *p < 0,05 compared to control group
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FIGURE 8 Adoptive transfer of hepatic neutrophils isolated from the resolution phase lead to reduction in liver inflammation and hepatic
injury. Serum ALT levels (A) Indocyanine Green clearance rate (B). RT-PCR of Cxcl1 (C), 1110 (D), Anxal (E) and 116 (E). Data are represented as the
mean expression of selected genes relative to control group (AACT). Normalized by geometric mean of 18s and Gapdh genes. (Mean + SEM) *p <

0,05 compared to control group

hepatocyte oncotic necrosis, and the release of intracellular content,
which may act as DAMPs,27 will drive a robust accumulation of leuko-
cytes, mainly granulocytes and mononuclear cells.22 These danger sig-
nals work together with chemokines and mitochondrial products in
neutrophil activation and migration toward the liver.! We have pre-
viously demonstrated that neutrophils can enhance organ injury in
the initial phases of response to necrosis, 1415 but their accumulation
within the liver was paradoxically a key feature in a quick and efficient
tissue repair.1? Here, we expanded these data and investigated the role
of neutrophils over the entire course of APAP-induced liver injury, to (i)
better understand the role of neutrophils within necrosis; (i) charac-
terize their behavior at the injury site; (iii) determine the dynamics of
gene expression profile; and (iv) to investigate the mechanisms under-
lying the pro-resolutive effect of neutrophils in liver inflammation.

We showed that neutrophil migration and hepatic lesion progres-
sion occur simultaneously, which suggests a fundamental role of neu-
trophils in collateral tissue damage. The presence of neutrophils in
the liver after APAP-induced liver injury was first reported in 197311
and subsequent works correlated the presence of neutrophils in liver
tissue with lesion amplification.1? However, the beneficial effects of
neutrophil depletion with anti-GR1 or Ly6G antibodies in the fate of

organ damage might be also attributed to elevated levels of mRNA
for metallothioneins, a strong class of immunomodulators.2® Thus,
understanding the contribution of neutrophils to both organ dam-
age and repair is still matter of great debate, and therefore deserves
further investigation.

Although proinflammatory functions of neutrophils are far more
understood, in the last decades we have begun to appreciate that gran-
ulocytes may also have a remarkable pro-resolutive role because they
also release pro-resolving mediators and express scavenger receptors
that dampen the actions of proinflammatory cytokines.1¢172% Neu-
trophils also may aid in the angiogenesis process after injury because
they may release vascular endothelial growth factors from their
specific granules3® or by producing ELR* chemokines that stimulate
angiogenesis via CXCR2 on endothelial cells.31-33 Here we showed
that neutrophils may be effector players at the APAP-induced injury
site not only in the initial phases, but also in later time points because
they accumulate within the liver up to 3 d after APAP challenge. Upon
emigration, neutrophil gene expression was significantly altered in a
time-dependent manner according to the course of liver injury. In fact,
neutrophils up-regulated the expression of proinflammatory genes at
the early phase of the inflammatory response; however, a major shift
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in their transcriptional profile occurred at the late stages of inflamma-
tion, because neutrophils not only down-regulated proinflammatory

note, we observed a peak in Fpr2 expression in the acute phase (24 h),
which is a receptor for lipoxins that may regulate neutrophil apoptosis.
Also, at late time points of liver inflammation, neutrophils expressed
higher levels of Tgfb mRNA, a key cytokine involved in liver repair.34
Such changes in neutrophil profile to a pro-resolutive phenotype may
be explained by a sequence of interactions between neutrophils, emi-
gration waves of granulocytes from bone marrow, tissue macrophages,
recruited monocytes, and the cytokines within the liver microenviron-
ment. In fact, neutrophils may also be influenced by lipid inflammatory
mediators, including PGE, at the site of inflammation, which could
drive anincreasein their lipoxin production.1” In this sense, we hypoth-
esized that emigrated neutrophils at later stages of inflammation may
help dampen organ inflammation, restoring the tolerogenic milieu
found in the liver under homeostasis. In addition, it is well described
that murine neutrophils constitutively express IL-1R2, an IL-1 decoy
receptor. IL-1R2 acts depurating IL-1a and IL-15 levels, reducing

their proinflammatory actions during an immune response 2?33

We found that once emigrated to the APAP-induced liver injury,

neutrophils displayed a marked up-regulation of both atypical IL1
receptor and IL1Ra mRNAs. Thus, hepatic neutrophils may exert their
immunomodulatory functions by clearing proinflammatory cytokines,
including IL-1a and IL-15.

Neutrophils are fully differentiated myeloid cells, which are daily
produced in bone marrow and released in peripheral blood.3¢ We
found that whereas neutrophils accumulated in the liver in a time-
dependent manner, their frequency within bone marrow acutely
reduced by 90%. Because new neutrophils are being progressively
recruited to the liver due to injury and the major part seemed to remain
within hepatic environment for long periods, these cells were prob-
ably being recruited from the bone marrow. In addition, we suggest
that neutrophils are probably sensing liver injury also within the bone
marrow and peripheral blood, even before they reached hepatic tis-
sues. The rationale behind this may be explained by the major changes
in the expression of several genes in both bone marrow and circu-
lating Ly6G+ cells even in initial phases of disease. In this scenario,
we found a major increase in Alox15 mRNA in circulating neutrophils
12-24 h after APAP challenge. In fact, circulating neutrophils can be
exposed to autacoid agents, such as PGE,, that induces expression
of Alox15 in neutrophils.’” We also found an increase in I11r2 gene
expression in circulating neutrophils 12 h after APAP poisoning. This
gene encodes the IL-1a and IL-1 decoy receptor and has a key role
in the scavenging of these cytokines. The enhanced expression of pro-
resolutive genes in neutrophils in early moments of liver injury may
indicate that additional waves of neutrophils that are reaching the liver
are already committed to dampen inflammation, as demonstrated by
our adoptive transference experiments. However, it is clear that APAP-
mediated injury is a very strong and damaging condition, and even
wide-spectrum anti-inflammatory drugs are usually not able to fully
control necrotic damage and hepatic dysfunction. Because we trans-

ferred only one leukocyte subtype in a one single time point, we believe

that despite their clear impact on liver inflammation and injury, such

poisoning at the point we transferred RN, dampening of inflamma-
tion by adoptive transference could not directly impact in ICG clear-
ance immediately, despite the clear change in total cell necrosis as seen
by ALT serum levels. Hence, such “quorum sense” may be important
to remotely optimize and coordinate neutrophil function, allowing a
match of their phenotype with the current inflammatory status in liver
tissue.

It is commonly accepted that after reaching inflammatory sites,
neutrophils undergo massive degranulation, along with a large pro-
duction of powerful oxidants. Despite the potent microbicidal envi-
ronment generated by these actions, a significant collateral damage
may be caused within the liver. Considering this hostile milieu, it was
believed that neutrophils ultimately die at the inflammatory sites.3”
Here we challenged this notion by showing that neutrophils which
experienced the necrotic environment had enhanced survival rates
in the liver. One could argue that these cells would be rapidly dying,

being removed by macrophages and then replaced by newly emigrated

neutronhils

in humans, 106 neutranhils ner kilogram of hody

weight are produced daily and due to a natural short life spam, neu-
trophil recycling is tightly regulated through efferocytosis by tissue
resident macrophages.3¢ In liver, KCs may be key players in neutrophil
elimination under physiologic conditions. However, in our hands, lower
cell death rates in neutrophils across the whole experimental proto-
col were consistently detected, and full depletion of liver macrophages
did not affect the frequency of dead neutrophils. Therefore, the con-
sistency in enhanced neutrophil survival rates throughout the whole
injury procedure, together with a relative inability to detect higher
frequencies of dead neutrophils even in the absence of macrophages,
indicate that emigrated neutrophils remained viable for long periods
within necrotic liver. Consistent with this, adoptive transfer of RN
resulted in reduction of liver inflammation and hepatic injury following
APAP treatment.

In conclusion, we demonstrate that neutrophils are not end-target
cells, but rather active players at the injury site to drive tissue repair.
Thus, therapies aimed to block neutrophil recruitment, despite their
putative effect in reducing collateral damage, should be carefully eval-
uated because emigrated neutrophils may be an essential feature for
the return of injured tissues to physiologic states.
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