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Resumo

As células de Kupffer sdo o principal componente imune do figado,
apresentado um posicionamento estratégico no interior nos capilares sinosoides
fenestrados, o que permite um intimo contato tanto com o sangue circulante
quanto com o parénquima hepético. Essas células desempenham importantes
funcdes, incluindo o metabolismo de ferro, a remocao de restos celulares e a
eliminacao de produtos derivados da microbiota e patégenos da circulacdo. Além
disso, em processos inflamatoérios, séo responsaveis por limitar a lesdo hepatica
e promover a resolugéo da inflamacéo. Uma diversidade de agentes pode causar
processos inflamatorios no figado, sendo a intoxicacdo por acetaminofeno uma
das principais causas da lesédo hepatica aguda, que pode, em ultimo caso, evoluir
para uma faléncia hepatica e levar o individuo a morte. Nesse caso, a inflamacéo
hepatica gerada afeta diretamente as células de Kupffer. Como consequéncia, a
remocdo de moléculas e microrganismos circulantes pode ficar prejudicada,
causando uma janela de susceptibilidade a infeccbes sistémicas, que s&o,
justamente, responsaveis por boa parte da mortalidade dos pacientes que
apresentam esse quadro. Visto a gravidade do problema, procuramos, nesse
trabalho, entender a dinamica das células de Kupffer na lesdo hepéatica aguda
induzida por sobredose de acetaminofeno. Observamos que nas fases iniciais,
12 e 24 horas ap06s inducédo da lesé@o, ha uma reducao massiva na populagéo de
células de Kupffer nas areas de necrose, decorrente da apoptose dessas células,
0 que promove abertura de um importante nicho. Em sequéncia, mondcitos proé-
inflamatorios infiltram o tecido, posicionando-se nas areas de auséncia de
células de Kupffer. Ainda nessa fase aguda, observamos que o figado é incapaz
de remover as bactérias da circulacdo, tanto pela reducdo na populacdo das
células de Kupffer quanto pelo prejuizo funcional das células remanescentes.
Além disso, os mondcitos que infiltram no tecido também podem contribuir para
esse fendtipo, uma vez que apresentam algumas vias de sinaliza¢do importantes
para controle de patdgenos suprimidas. Seguindo a cinética da lesdo, os
monaocitos passam de pro-inflamatérios para um perfil pro-resolutivo 72 horas
apos a sobredose de acetaminofeno. Nesse fase, também sdo encontrados
aglomerados de células de Kupffer em proliferagdo préximo as areas de leséo,

sugerindo que tanto as células remanescentes em multiplicacdo quanto os



monacitos infiltrantes ocupam o nicho disponivel. Esse periodo é acompanhado
de uma recuperacao da capacidade hepéatica de controle bacteriano, indicando
gue o retorno adequado do nicho das células de Kupffer € essencial para controle
de quadros infecciosos durante a lesdo hepética aguda. Assim, visando acelerar
esse processo, empregamos a terapia celular com macréfagos derivados de
medula 6ssea. Os macrofagos administrados alcancam o figado, onde sao
responsaveis por promover a reducao das areas de necrose, a mudanca no perfil
dos mondcitos ja na fase aguda da lesdo e aumento da capacidade hepética de
remover bactérias da circulagcdo. Em conjunto, nossos dados sugerem que a
alteracdo no nicho ocupado pelas células de Kupffer pode explicar a
susceptibilidade a infec¢des sistémicas e que sua modulacéo através da terapia
celular constitui uma abordagem terapéutica interessante para melhorar o

quadro na lesao hepética aguda.

Palavras chaves: Células de Kupffer; Nicho de macréfagos; Lesdo hepatica

aguda; Inflamacéo; Infeccao sistémica; Terapia celular.



Abstract

Kupffer cells are the primary liver resident immune cell responsible for
metabolic and immune functions in the organ as they are strategically positioned
inside the liver sinusoid with intimate contact with the blood. In the absence of
these cells, the liver injury outcome is worsened. For instance, during acute liver
injury promoted by acetaminophen overdose, they are responsible for limiting the
damage and promoting the resolution of inflammation. In addition,
acetaminophen overdose is responsible for the majority of acute liver failure
cases that can evolve to fatal outcomes, which are usually driven by an
uncontrolled inflammatory response that leads to organ disfunction. The
dysfunction also affects the Kupffer cells, for instance, there is a massive
reduction in the Kupffer cell population along with impairment of their functioning
during tissue damage. As a consequence, during acute liver injury, clearance of
dangerous self/non-self-molecules and pathogens might be significantly
impaired. This disruption in the tissue-resident macrophage's niche may lead to
a window of susceptibility to systemic infections, which represents a significant
cause of mortality in acute liver failure patients. Besides that, the knowledge
about Kupffer cell niche disruption and susceptibility to systemic infections are
not fully understood. Here, we sought to define the dynamic of tissue-resident
macrophage niche using a mice model for acute liver injury induced by
acetaminophen overdose. During the acute phase, a massive reduction of
Kupffer cells occurs in the necrotic areas opening the niche for infiltration of other
cells. The Kupffer cell death was followed by a significant infiltration of
inflammatory monocytes in the same region, transiently occupying the niche at
the peak of inflammation. Following the acute liver injury kinetics, as the injury
starts to resolve, there is a transition in the monocyte subset from pro-
inflammatory to a pro-resolutive phenotype. Moreover, the remaining Kupffer
cells were observed forming replicating cell clusters closer to areas devoid of
Kupffer cells. So, the niche is occupied by dual input of proliferating Kupffer cells
and monocytes. However, mice were still susceptible to infections despite the
monocytic infiltration and the remaining Kupffer cells in the liver. The systemic
infections were not blocked in the acute stage due to inefficient internalization

and the elimination of circulating bacteria by the professional phagocytes. That



stands out as a necessity to restore the niche in terms of functioning. Thus, cell
therapy with bone marrow-derived macrophages (BMDM) was used as a relevant
approach to occupy the niche opened after Kupffer cell demise with mature
macrophages. BMDM rapidly reach the organ and are precisely positioned within
necrotic areas, eliciting the reduction in necrotic areas and earlier transition to a
resolutive environment. Likewise, the liver firewall function was restored after the
cell therapy, as the BMDM-treated mice presented an improved bacterial removal
from blood. Expanding our understanding of the dynamics of the Kupffer cell
niche during liver inflammation is vital for the development of new therapeutic
approaches such as cell therapy with bone marrow-derived macrophages.
Therefore, we showed that the disruption in the Kupffer cell niche and its
functioning during acute liver injury is a key element for secondary infections. We
propose that the modulation of the macrophage niche is a promising therapeutic

strategy for liver injuries that promote Kupffer Cell depletion.

Keywords: Kupffer cells; Macrophage niche; Acute liver injury; Inflammation;

Systemic infection; Cell therapy.
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1. Introducéao

O figado é um oO6rgdo complexo e importante na manutencdo da
homeostase do organismo. A estrutura hepética é formada pela repeticdo de
unidades anatémicas hexagonais denominadas l6bulos hepéaticos (llustracéo 1),
sendo que cada um apresenta aproximadamente 0,5 mm de diametro em
camundongos e 1 mm em humanos (Teutsch, 2005). Devido a sua localizacéao,
o figado recebe sangue proveniente de duas fontes diferentes: ele recebe um
grande volume sanguineo através da veia porta, cerca de 80%, com pouco
oxigénio e rico em nutrientes, provenientes do intestino; ja pela artéria hepatica,
recebe, em menor volume, sangue oxigenado (Vollmar and Menger, 2009). Em
adicao, a estrutura lobular faz com que o sangue chegue no l6bulo hepatico pela
triade portal e em seguida percorra os capilares sinusoides até alcancarem o
centro do Iébulo e por fim, seja drenado pela veia centro-lobular apds passar
pelos capilares sinusoides. Nos capilares 0 sangue circula em baixa pressao e
tensdo de oxigénio e possibilitando, dessa forma, um contato intimo e
prolongado com os componentes células hepaticos (llustracdo 1). Em termos
funcionais, o 6rgdo desempenha fun¢gdes metabdlicas como a manutengédo dos
niveis séricos de glicose; o metabolismo e detoxificacdo de medicamentos; a
sintese e transporte de colesterol; e também metabolismo de ferro (Ben-Moshe
and Itzkovitz, 2019). Além disso, também desempenha fun¢des imunoldgicas,
sendo responsavel pela producéo de proteinas de fase aguda e do sistema do
complemento; e pela remocédo de moléculas e microrganismos derivados do
intestino (Kubes and Jenne, 2018). Além de tudo, essa heterogeneidade
funcional é dividida ao longo das diferente zonas que constituem os I6bulos
hepaticos e exercida pelo diversos componentes celulares (llustragdo 1) (Ben-
Moshe and Itzkovitz, 2019; Jenne and Kubes, 2013).

O parénquima hepatico € majoritariamente composto pelos hepatécitos,
representando cerca de 60% de todas as células do figado. Essas células se
organizam em cordbes margeados por capilares sinusoides, distribuidos ao
longo das unidades lobulares hepaticas que compde o 6rgao (Hoehme et al.,
2010). Suas fungdes incluem a producdo de diversas moléculas, entre elas,
angiotensina, trombopoietina, albumina, bile, proteinas de fase aguda e do

complemento. Além disso, possuem papel importante na detoxificacdo de
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substancias endbégenas, como amonia e horménios esteroides, e substancias
exdgenas, como farmacos, toxinas e alcool (llustracdo 1) (Rossaint and Zarbock,
2013). Ja& os capilares sinosoides sdo compostos por células endoteliais
sinusoidais (LSECSs), tipo este que possui caracteristicas particulares quando
comparadas ao endotélio convencional. Elas séo finas e ndo possuem lamina
basal, e apresentam, junto a célula adjacente, um espaco denominado fenestra,
tornando, portanto, a unidade dos capilares fenestrada (llustracdo 1). Essa
disposicao e morfologia permitem um contato mais intimo entre o contetdo que
esta presente na circulagdo e o0s hepatdcitos, assim, maximizando a

funcionalidade dessas células (Ben-Moshe and Itzkovitz, 2019).

Hepatocytes

Functions

* Glycolysis  * Bile acid + Glutamine synthesis

+ Lipogenesis  production * Xenobiotic metabolism
+ Gluconeoge «C « Ureage

« B-Oxidation biosynthesis * Protein secretion

Hepatic artery
Liver sinusoids

Hepatic vein
LOL, HDL, etc.)

Portal vein

pathogens

Pericentral Periportal

llustragdo 1. Organizacédo do figado, aporte sanguineo e fun¢c8es de cada componente. O figado é
formado pela repeticdo de unidades hexagonais denominadas l6bulos hepaticos que sdo compostos por
corddes de hepatdcitos delimitados pelos capilares sinusoides, formadas pelas LSECs (LEC), e subdividido
em espaco periportal e espacgo centro-lobular. O sangue chega pela regido periportal, através da artéria
hepatica (artéria portal, portal artery) e da veia porta (portal vein) carregando uma diversidade de moléculas
— especificas para cada origem-, em seguida, flui pelos sinusoides, em taxa lenta e baia presséo, até chegar
a veia centro-lobular (central vein) no espaco pericentral. Cada componente hepético realiza fungbes
altamente especializadas, dessa forma, contribuem para heterogeneidade funcédo do figado. Adaptado de

Itzkovitz S., Nature Reviews, 2019; e Kubes, P., Annual Review of Immunology, 2018

Além das células endoteliais, outras células ndo parenquimais compde o
orgao, sendo as células imunes a maior parte delas. O nicho imune hepatico é
composto por células do sistema imune inato, incluindo macréfagos, mondcitos,
células dendriticas e células natural killer e células do sistema imune adaptativo,
que incluem linfécitos T e B (llustracdo 2) (Kubes and Jenne, 2018). O pleno
funcionamento do 6rgéo é critico na defesa contra infec¢ao por via sanguinea,

com papel na detecgdo e remocao de patdogenos (Jenne and Kubes, 2013). A
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capacidade do figado de detectar e responder aos organismos infecciosos e
moléculas agressoras deve-se a sua anatomia, localizacéo e as populacdes de
células que residem no 6rgédo, projetado especificamente para maximizar a
vigilancia imunoldgica, uma vez que € continuamente exposto a compostos,

derivados tanto da circulagéo sistémica quanto do intestino.

iNKTcells CD4+ T cells
CD8* T cells Hepatocytes

Monocytes
Neutrophils

Kupffer cells
llustracdo 2. Diversidade de células imunes que compdes o nicho imune hepatico. Imagem ilustrativa
de microscopia intravital confocal do figado de camundongos adultos, mostrando: os corddes de hepatdcitos
(autofluorescéncia em verde); células iNKT (verde, iNKT cells); células T CD8* (azul claro, CD8* T cells);
células T CD4* (azul escuro, CD4* T cells); neutrdfilos (roxo, neutrophils); monécitos (amarelo, monocytes);

e células de Kupffer (vermelho, Kupffer cells). Adaptado de Kubes, P., Annual Review of Immunology, 2018.

Um componente essencial, tanto para as funcbes metabdlicas quanto
imunoldgicas hepaticas, consiste na populacdo de macréfagos residentes
presentes no 6rgdo. Descritos pela primeira vez por Karl von Kupffer em 1876
como células estreladas integrantes do endotélio sinusoidal (Kupffer, 1876),
receberam o nome de células de Kupffer apos a descricdo dos macréfagos por
Elie Metchnikoff (Metschnikoff, 1891) e a identificacdo dessas células hepaticas
como macrofagos por Browicz (Browicz, 1899). As células de Kupffer (KCs)
representam o maior componente do nicho imune hepatico (Bonnardel et al.,
2019; Guilliams et al., 2022). O desenvolvimento dessas células se inicia durante
a embriogénese através de progenitores eritro-mieloides presentes no saco
vitelinico que migram para o figado fetal, onde diferenciam-se em pré-
macréfagos e macréfagos e passam por um processo de maturagdo até a
primeira semana de vida, quando adquirem caracteristicas de células de Kupffer.

Elas se mantém no 6rgao, desde o nascimento até a idade adulta, em virtude da
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sua capacidade de auto renovacdo, sendo apenas uma pequena parcela
derivada de mondcitos da medula (Ginhoux and Guilliams, 2016; Liu et al., 2019;
Mass et al.,, 2016). Em um individuo adulto, fatores teciduais, como fator
estimulador de coloénia 1 (CSF-1), TGF-B e desmosterol mantém as
caracteristicas celulares das KCs e estimulam a manutengdo do nicho
(Bonnardel et al., 2019; Sakai et al., 2019).

As células de Kupffer estéo localizadas dentro dos sinosoides hepaticos,
sobre as LSECs (llustracdo 3). Além disso, elas apresentam prolongamentos
para o espaco de Dissé, possibilitando um intimo contato com outras células,
principalmente com os hepatécitos. Tal localizacdo estratégica deixa as KCs
diretamente expostas ao fluxo sanguineo, permitindo a fagocitose de contetudo
direto da microcirculacdo hepatica, e tornando-as responsaveis pela reciclagem
de ferro, remocéao de restos celulares e controle de microrganismos, metabdlitos
microbianos e particulas associadas a patdgenos (llustracdo 3) (Krenkel and
Tacke, 2017; Kubes and Jenne, 2018). Por meio da microscopia confocal
intravital, foi reportado que as bactérias presentes no sangue, ao chegarem ao
figado, sdo rapidamente fagocitadas pelas KCs (David et al., 2016). Portanto,
as KCs sdo as principais células responsaveis pela filtragem do sangue e
controle de patdgenos circulantes. Essa fungéo de filtro é constante ao longo do
dia (Gonzalez et al, 2017), impedindo que grandes quantidades de
lipopolissacarideo (LPS), restos celulares e microrganismos da microbiota
atinjam a circulacédo sistémica, prevenindo a disseminac¢do de patégenos em
condicbes homeostaticas e de doenca, evitando assim quadros inflamatorios
sistémicos (Balmer et al., 2014; Seki et al., 2000; Thomson and Knolle, 2010;
Toth and Thomas, 1992).
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llustracdo 3. As células de Kupffer se encontram estrategicamente posicionadas sobre as LSECs,
dentro dos capilares sinusoides. A localizagdo das KCs permite um intimo contato com o sangue e todo
material circulante, fazendo com que desempenhem uma gama de fungfes tanto metabdlicas quanto
imunoldgicas. Adaptado de Mowat A., Nature Medicine, 2017.

O processo de fagocitose foi descrito pela primeira vez na década de 1880
por Elie Metchnikoff. O préprio pesquisador expandiu esses conhecimentos para
as areas de patologia comparada e imunologia celular e foi, em 1908, coroado
com o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, prémio este divido com Paul
Ehrlich — considerado o pai da resposta imune humoral. Desta forma, foi
estabelecido que os fagdécitos constituem a primeira linha de defesa contra
infeccdes agudas para uma diversidade de organismos. Anos depois, a rede de
fagédcitos foi definida como sistema reticulo-endotelial, responséavel pela fungéo
de filtro ou limpeza da circulacéo (Yona and Gordon, 2015). Na década de 70, a
nomenclatura foi alterada para sistema de fag6citos mononucleares (van and
Cohn, 1968; van Furth et al., 1972). Apés a década de 90, um segundo termo foi
cunhado, essas células foram designadas como fagocitos profissionais
(Rabinovitch, 1995), grupo esse que compreende tanto os fagdécitos
mononucleares (macréfagos, monadcitos e células dendriticas), quanto as células
polimorfonucleares (neutrofilos e eosindfilos) (Gordon, 2016). Atualmente, o
enfoque tem sido a analise individualizada de cada tipo celular, devido a melhor
descricdo e classificagdo baseando-se na origem, posicionamento, fenoétipo e
funcado (Guilliams et al., 2014; Yona and Gordon, 2015).
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Independentemente da nomenclatura adotada, os macrofagos residentes
de cada tecido sdo os que apresentam a maior capacidade fagocitica durante a
homeostase, em comparacao as demais células imunes (Gonzalez et al., 2017;
Gordon, 2016). Para cumprir essa funcdo no ambiente hepatico, as células de
Kupffer apresentam em sua superficie receptores responsaveis para
internalizacao de particulas e microrganismos, entre eles o FcyR (receptores do
tipo Fcy), CRIg (receptor do complemento da superfamilia das imunoglobulinas;
Complement receptor of the immunoglobulin superfamily), utilizados, inclusive,
como marcadores para identificacdo das KCs (Bleriot et al., 2020; Guilliams et
al., 2022). Como dito anteriormente, os monadcitos e neutréfilos também séo
relevantes para o grupo de fagdcitos profissionais. Essa células sdo encontradas
em movimento dentro dos capilares sinusoides, dando a ideia de estarem
patrulhando o tecido e serem transitorias no figado (Kubes and Jenne, 2018).
Durante estado estacionario, a quantidade de neutrdéfilos circulantes € muito
pequena. Porém durante insultos ao tecido hepatico, principalmente nos
processos inflamatérios de carater agudo, eles sdo rapidamente recrutados ao
tecido (Jenne and Kubes, 2013; McDonald et al., 2010). Ao chegarem ao local,
atuam de forma tempo dependente, sendo que inicialmente eles sé&o
responsaveis por amplificar a leséo hepatica (Alvarenga et al., 2018; Marques et
al., 2012), por outro lado, na fase resolutiva, contribuem no processo de
resolucao da leséo (Mattos et al., 2020).

Os mondcitos também séo encontrados em baixos ndmeros no tecido
hepatico durante a homeostase. Assim como os neutroéfilos, o recrutamento dos
mondcitos ocorre durante processos inflamatorios teciduais e suas funcdes sédo
tempo-dependentes (Shi and Pamer, 2011). Porém, ao contrario deles, as
populacdes de mondcitos tem maior plasticidade, podendo ser subdividas em
conjuntos distintos com base em marcadores de superficie e em suas funcdes
(Shi and Pamer, 2011). Nos estagios iniciais da inflamacéo hepéatica, gerados
por diferentes insultos, sdo recrutados monoécitos denominados pro-
inflamatorios, caracterizados pela expressdo dos marcadores Ly6C em altos
niveis (Ly6C"), CD11b*, CCR2*, e baixa ou nenhuma expressdo de CX3CR1
(CX3CR17) (Dal-Secco et al., 2015; Shi and Pamer, 2011; Triantafyllou et al.,

2018b). Os marcadores néo sédo importantes somente para imunofenotipagem,
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o CCR2, por exemplo, é essencial para saida dessas células da medula 6ssea
e chegada ao tecido (Serbina and Pamer, 2006). Uma vez no tecido, os
monaocitos pré-inflamatérios, assim como os neutréfilos, promovem dano tecidual
ao liberaram enzimas para degradacdo de matriz extracelular, e também
citocinas inflamatorias (Dal-Secco et al., 2015; Shan and Ju, 2020). Durante a
fase resolutiva, outro subtipo de mondcito esta presente de forma dominante no
figado, os chamados mondcitos pro-resolutivos, caracterizados por Ly6C em
baixa expresséo (Ly6C'°), CD11b*, CX3CR1", e baixa ou nenhuma expresséo de
CCR2 (CCR2"°) (Dal-Secco et al., 2015; Shi and Pamer, 2011; Triantafyllou et
al., 2018b). O CX3CRL1 é crucial tanto para a sobrevivéncia desses monaocitos
guanto pelo posicionamento deles no tecido (Auffray et al., 2007; David et al.,
2016; Hanna et al., 2011). Essa células sao importantes no retorno a homeostase
e sdo as grandes responsaveis pela producao de VEGF, TGF-B e IL-10, fatores
gue reduzem a inflamacé&o e induzem a proliferacdo de componentes perdidos
durante a inflamacao (Dal-Secco et al., 2015; Zigmond et al., 2014). Um ponto
ainda em discusséo na literatura € se o recrutamento do mondcitos ocorre em 2
ondas, uma em cada fase da inflamacdo hepética (Shi and Pamer, 2011;
Zigmond et al., 2014) ou se ha a conversdo dos mondcitos inflamatérios em
monaocitos pro-resolutivos no figado (Dal-Secco et al., 2015; David et al., 2016;
Kratofil et al., 2017).

Os processos inflamatérios hepéaticos podem originar-se de diversas
formas. Como falado anteriormente o figado esta estrategicamente posicionado
na interface entre o trato gastrointestinal e a circulacdo sistémica, recebendo,
por tanto, via circulacdo uma variedades de moléculas ou organismos com
potencial de causar injurias ao tecido (Ben-Moshe and Itzkovitz, 2019). Assim, 0
orgao atua na captura, metabolizacdo e eliminacdo dessas moléculas. Porém,
em certas situacdes, esses processos estdo suscetiveis a falhas o que pode
promover lesdes hepaticas (Asrani et al., 2019). As lesbes podem ocorrer em
decorréncia de processos infecciosos (Kubes and Jenne, 2018), ou podem ser
lesbes estéreis, quando ndo ha um agente infeccioso — como por exemplo a
lesdo hepatica causada pelo consumo excessivo de alcool (Kubes and Mehal,
2012). Outra forma de classificar as lesdes é de acordo com sua progressao e

duracdo, sendo divididas em injurias agudas, com rapido desenvolvimento e
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duracdo curta, e leses crbnicas, quando hd um estabelecimento mais lento e

uma duracéo longa (Asrani et al., 2019).

O processo de lesao tecidual faz com que o microambiente hepatico
acumule mediadores, liberados por células ativadas, e partes de células mortas
que, em conjunto, sdo capazes de modular o fenétipo das KCs. A plasticidade
fenotipica das KCs faz com que elas possam atuar tanto promovendo quanto
restringido a inflamacéo, além de contribuirem paro o retorno a homeostase.
(Shan and Ju, 2020). Entretanto, um acontecimento em comum em diversos
processos inflamatoérios hepaticos, sejam eles gerados por infec¢des virais
(Borst et al., 2017), protozoarios (Beattie et al., 2016; Lai et al., 2018), ou
infeccbes bacterianas (Bleriot et al., 2021), € a reducdo significativa na
populacdo de KCs. Esse fenbmeno ndo esta restrito somente a quadros
infecciosos, mas também ocorre na esteatose hepatica ndo alcodlica
(Devisscher et al., 2017; Tran et al., 2020) e na doenca alcodlica hepética (Wang
etal., 2014). Em todos esses casos, a reducao da populacao leva a uma abertura

do nicho ocupado pelas KCs.

Os mondcitos, apos infiltrarem no tecido, podem ocupar esse nicho de
forma transitéria ou até mesmo se diferenciarem em macrofagos (Beattie et al.,
2016; Scott et al.,, 2016). Ainda, dependendo do status do nicho, podem se
diferenciar em KCs, adquirindo seu perfil transcricional e sua funcionalidade
(David et al., 2016; Scott et al., 2016). Além dos mondcitos, as préprias KCs
remanescentes podem, por auto renovacdo, dar origem a novas KCs durante
processos inflamatoérios (Bleriot et al., 2015), assim como ocorre no estado
estacionario (Bonnardel et al., 2019; Liu et al., 2019). Dessa forma, infere-se que
pode haver uma contribuicdo por duas vias para reposi¢cao desse nicho ou uma
competicdo para ocupacdo do mesmo (Guilliams and Scott, 2017), e que o0s
fatores teciduais contribuem fortemente para determinar os rumos dessa
ocupacao (Bleriot et al., 2020; Bonnardel et al., 2019; Guilliams and Scott, 2017).

Entre as lesGes hepaticas, as que manifestam-se de forma aguda sao as
de pior prognéstico, devido as limitagcbes no diagnostico, necessidade de
tratamento rapido e escassez de terapias (Stravitz and Lee, 2019). As lesbes
hepaticas agudas (LHA) possuem uma variedade de causas, que vao desde

infeccdes virais ou bacterianas, condi¢cdes genéticas hereditarias — doenca de
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Wilson — e até mesmo induzida por consumo excessivo de medicamentos
(Asrani et al., 2019). Essa ultima, denominada lesdo hepatica induzida por
medicamentos (DILI, do inglés Drug induced liver injury) compreende uma das
principais causas e apresenta pior prognoéstico (Fisher et al., 2015), sendo o
acetaminofeno (APAP, Paracetamol) um dos principais causadores e 0 mais
estudado (Asrani et al., 2019; Fisher et al., 2015; Lee, 2017). O APAP, quando
consumido, sera internalizado pelos hepatdcitos e biotransformado no reticulo
endoplasmatico liso. Quando administrado em doses terapéuticas, até 4g por dia
para um individuo adulto, a maior parte é convertida em glucuronideos inativos
pela enzima glucuronil transferase. O restante sera: |) conjugado a grupos sulfato
pela enzima sulfotransferase; II) metabolizado via citocromo P450 gerando um
composto intermedidrio que serd conjugado a glutationa para excrecao
(llustragéo 4) (Means and Ho, 2019).

Por outro lado, quando had uma sobredose, a principal via que € a de
glucoronidacéao, fica saturada, e o excesso € deslocado para se metabolizado
via citocromo P450. Em condi¢bes normais, o produto da reacdo, o N-acetil-p-
amino-benzoquinonaimina (NAPQI), € conjugado a glutationa, e posteriormente
eliminado (Means and Ho, 2019). Porém, em situacdes de sobredose ocorre o
esgotamento dos estoques de glutationa dentro dos hepatécitos, o que leva ao
acumulo do composto intermediario NAPQI nos hepatécitos. Esse composto
acumulado liga-se a grupamentos de cisteina de diversas proteinas (llustracéao
4)., entre elas proteinas mitocondriais, gerando um estresse oxidativo no interior
dessas células (Jaeschke and Ramachandran, 2020b), que leva, por fim, a
necrose dos hepatécitos. A morte dos hepatécitos, que ocorre principalmente
nas areas centro-lobulares, onde o APAP é metabolizado (Ben-Moshe and
Itzkovitz, 2019; Means and Ho, 2019), promove a liberacdo de padrées
moleculares associados a danos (DAMPSs), o aumento dos niveis séricos das
aminotransferases e a destruicdo da vasculatura hepatica (Jaeschke and
Ramachandran, 2020a; Yang et al., 2017), levando, consequentemente, a perda
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das funcbes hepaticas, como por exemplo a capacidade de depuragdo de

moléculas exdgenas (Alvarenga et al., 2018).
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llustracdo 4. O processo de biotransformagdo do APAP pelos hepatdcitos. Preferencialmente, em
doses terapéuticas, o APAP passa pela reacéo de glucoronidacdo (UGT, APAP-G) e a de sulfatagdo (PAPS,
APAP-S), outra pequena parte é metabolizada via citocromo P450 (CYP), formando o NAPQI, que sera
conjugado a glutationa (GSH, glutathione) e, por fim, detoxificado (detoxification). Porém, em
sobredosagem, ha um excesso de NAPQI que forma conjugados toxicos (toxic adducts) ao se ligarem a
grupos cisteina (cysteine) de proteinas celulares. Adaptado de Means, A., Drug Metab. and Pharmaco.,
2019.

A LHA induzida por sobredose de APAP é uma doenca que necessita de
diagndéstico precoce para que o tratamento seja eficaz. Quando o diagndstico
ocorre em um estagio inicial, a terapia com N-acetilcisteina (NAC) é eficiente —
se aplicada nas primeiras 12 horas ap6s sobredose. Por outro lado, em casos
de diagnéstico tardio ou com diagndéstico inconclusivo/ausente, tal terapia
apresenta menor eficacia (Lee, 2017). Nesses situacBes, de atraso na
apresentacdo a uma unidade de terapia, ou de ineficiéncia do tratamento, o
paciente pode evoluir apara um caso de faléncia hepatica aguda. Esse extremo
gera a necessidade de um transplante hepatico, uma terapia que, nas ultimas
décadas, elevou de 20% para aproximadamente 70% a taxa de sobrevivéncia
dos pacientes — porém, ainda assim, a taxa de 6bito é consideravel, ocorrendo
em 28% dos casos de FLH promovida por sobredose de APAP (Stravitz and Lee,
2019). Ainda, um problema recorrente, que agrava ainda mais o quadro dos

pacientes com FHA, é o desenvolvimento de quadros infecciosos, o que impede
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gue os pacientes recebam o transplante hepatico. Cerca de 40% dos 6bitos sdo
causados por infeccdo bacteriana — e nem mesmo tratamentos com antibioticos
conseguem reduzir a incidéncia de infec¢cdes sistémicas (Karvellas et al., 2014;
Karvellas et al., 2009; Rolando et al., 1990; Rolando et al., 1996; Wyke et al.,
1982).

Como abordado anteriormente, a morte necrética dos hepatdécitos durante
a fase aguda da leséo promove a liberacdo de DAMPs que sao chaves para o
recrutamento de células imunes. Inicialmente ha infiltrado de neutrdéfilos, que
atuam no estabelecimento da lesédo (Marques et al., 2012; Marques et al., 2015b;
Mattos et al., 2020; McDonald et al., 2010), e, em seguida, ha recrutamento de
mondcitos pro-inflamatdrios (Ly6C"CCR2*), que também atuam no processo
lesivo (Mossanen et al., 2016). Esse recrutamento de diversos fagdcitos na fase
aguda da leséo é simultaneo a reducéo de células de Kupffer (Zigmond et al.,
2014), levando, assim, a perda do principal fagécito hepatico responsavel pela
captura e eliminacédo de patdgenos circulantes. Dessa forma, mesmo com um
infiltrado de mondcitos e neutréfilos, a capacidade hepética de controle
bacteriano pode estar prejudicada, promovendo os quadros infecciosos que

acometem os pacientes (Karvellas et al., 2009).

Nos casos em que o0 paciente sobrevive a LHA, a lesdo é auto-remissiva,
ou seja, o ambiente inflamatorio torna-se resolutivo. Nesse periodo ha uma
dominancia de um perfil de mondcitos pré-resolutivos (Ly6C°CXCR1"), que
atuam no processo de retorno a homeostase (Zigmond et al., 2014). Porém, para
LHA induzida por sobredose de APAP, esse processo ndo esta completamente
estabelecido, - principalmente no que diz respeito a recuperacéo funcional das
células de Kupffer e a origem das novas células que repde o nicho. Essas
células, independentemente de originarem-se de auto renovacao (Zigmond et
al., 2014) ou diferenciagdo de mondcitos (Bleriot et al., 2015; Scott et al., 2016),
necessitam de um processo de educacao tecidual e maturacdo até o retorno
completo as suas caracteristicas e fungdes na homeostase (David et al., 2016;
Sakai et al., 2019; Scott et al.,, 2016; Zigmond et al., 2014). Assim, € de se
esperar que, durante esse periodo de resolucdo da lesdo, a homeostase
hepatica ndo tenha retornado e, consequentemente estendendo a janela de

susceptibilidade a infecgdes.
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Considerando a escassez de terapias disponiveis para tratamento da
LHA, e a incidéncia de infeccbes sistémicas nos pacientes, entender a relacéo e
entender a dindmica do nicho hepatico ocupado pelas células de Kupffer durante
a LHA é de extrema importdncia. Compreender o processe, desde o
desaparecimento das células, na fase aguda, até o retorno populacional, a partir
da fase resolutiva, pode explicar a susceptibilidade a infec¢des e criar novas

abordagens terapéuticas.
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2. Objetivos

2.1.

2.2.

Objetivo geral: Determinar a dinamica do nicho hepatico ocupado pelos
macrofagos hepaticas e sua importancia no controle de patdgenos
circulantes e durante a lesdo hepética aguda induzida por sobredose de

medicamento
Objetivos especificos:

2.2.1. Estabelecer o modelo de lesdo hepética aguda por sobredose de

acetaminofeno.

2.2.2. Avaliar a dindmica populacional das células de Kupffer durante todo

o processo inflamatério da LHA.

2.2.3. Determinar a dinamica, posicionamento e o perfil transcricional dos

mondocitos recrutados durante nosso modelos de LHA

2.2.4. Caracterizar a susceptibilidade a infecc6es durante a cinética da
LHA.

2.2.5. Avaliar o papel das células de Kupffer na remocao de bactérias

circulantes durante a cinética da lesao.

2.2.6. Acelerar o processo de resolucdo da lesdo, restabelecendo o

controle de patdgenos pelo figado durante a LHA
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3. Materiais e Métodos
3.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J entre 8-10
semanas de idade provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/ICB). Também
utilizamos camundongos fémeas de 8-10 semanas com o0 gendtipo
CX3CR1*9’PCCR2*MP obtidos a partir do cruzamento dos animais CX3CR19/gip
(B6.129P(Cg)-Cx3cr1tmiLitt/3) com os animais CCR2"P/rp (B6.129S4-Ccr2tmiifc/J),
no Biotério do Laboratério de Imunofarmacologia — ICB/UFMG. Ademais,
camundongos fémeas da linhagem LysM*/c¢Rosa26*dTomato de 4-6 semanas de
idade também obtidos do Biotério do Laboratério de Imunofarmacologia —
ICB/UFMG, e gerados a partir do cruzamento entre as linhagens LysMere/cre
(B6.129P2-Lys2mi(cre)lio/J) @ Rosa26tdTomato/tdTomato (B Cg-Gt(Rosa)26Sorm14(CAG-
dTomato)Hze/J) Os animais foram acondicionados em microisoladores de
polipropileno, (Alesco®, Monte Mor, SP, BR) no Biotério de Imunofarmacologia
do ICB-UFMG, com &gua e racdo ad libitum em condi¢cdes controladas de
temperatura (25°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12h), durante todo
periodo com excec¢des a serem mencionadas posteriormente. O protocolo de
anestesia dos animais € uma mistura de dois anestésicos, combinacdo de
Ketamina 10% (60mg/kg, Syntec, Tamboré, SP, BR) e Xilazina 2% (15 mg/kg,
Syntec), com administracdo subcutanea. A eutanasia € realizada com uma
sobredose de anestésico, seguida por deslocamento cervical. Os procedimentos
éticos foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal da UFMG,
protocolos 377/2016 e 076/2020.

3.2. Modelo murino para lesdo hepatica aguda induzida por sobredose

de acetaminofeno

Para inducdo da lesdo os animais foram mantidos em jejum por um
periodo de 15 horas antes do tratamento. Apds esse tempo, receberam por via
oral 600mg/kg de acetaminofeno (APAP; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em
salina 0,9% estéril, ao passo que 0s animais controles receberam pela mesma
via um volume equivalente do veiculo (Liu et al., 2006; Marques et al., 2012). A
sobrevivéncia dos animais apoés indugéo da leséo foi observada no intervalo de

6 horas em 6 horas até o décimo quinto dia. Para os demais ensaios, a cinética
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da leséo foi avaliada nos seguintes tempos 12, 24, 48 e 72 horas, 7 e 15 dias

apos inducéo da lesao.
3.3. Analise histoldgica do figado

Para analise histologica, os fragmentos hepaticos foram coletados e
fixados em formaldeido 4%, em seguida desidratados em alcool e embebido em
parafina. Em seguida, foram realizados cortes de 4um de espessura utilizando
um microtomo e os cortes foram marcados utilizando hematoxilina e eosina
(H&E). As imagens foram adquiridas usando as lentes objetivas de 4x no
microscépio Nikon Ti A1R (Nikon, Shinagawa, Tokyo, Japan). A histopatologia
hepatica foi realizada por analise de duplo cego e gerado um escore
histopatolégico baseado na integridade do parénquima, quantidade e tamanho

das areas de necrose, e presenca de infiltrado inflamatorio (Kleiner, 2014).
3.4. Atividade da enzima alanina aminotransferase

A dosagem da atividade da enzima Alanina Aminotransferase (ALT) no
soro foi utilizada para medir de forma indireta a lesdo hepatica. Para medir essa
atividade, amostras de sangue sao coletadas e centrifugadas a 1500g por 10
minutos para separar o soro do plasma, entdo o soro é coletado. Na sequéncia,
a dosagem ¢ feita através de uma cinética enzimética em microplaca de 96
pocos (Corning, New York, NY, USA). Para tanto, as amostras de soro foram
adicionadas junto com Tampao HEPES pH = 7,8. LDH, L-alanina, NaCl e azida
sédica, compondo o substrato, e alfacetoglutarato, NADH e azida sddica,
atuando como coenzimas, todos reagentes provenientes do kit (Bioclin, Belo
Horizonte, MG, Brasil). Por fim, a placa contendo as amostras € mantida a 37°C
por 50 segundos e, entdo, lida em espectrofotobmetro (Versamax, Molecular
Devices, San Jose, CA, EUA) no comprimento de onda de 340nm a 37°C em
intervalos de 1 minuto durante 4 minutos. O resultado é expresso pela média

obtida de todas as leituras.
3.5. Ensaio de depuracao do verde de indocianina

O ensaio de depuragéo do corante Verde de Indocianina (ICG) foi utilizado
para avaliar a funcdo hepatica. O ensaio consiste em administracdo de ICG na
concentracdo de 20mg/kg por via intravenosa, apos 20 minutos o sangue é

coletado e centrifugado a 1500g por 10 minutos para obtengéo do soro. Apos a
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separacao, o soro foi colocado em microplacas de 96 pocos (Corning) e a
concentracdo de ICG avaliada em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 800nm (Versamax).
3.6. Isolamento das células ndo parenquimais hepaticas

Visando a obtencao de células ndo parenquimais hepaticas, os animais
foram anestesiados por via subcutanea, seguido da coleta do sangue por
exsanguinacdo via veia femoral e depois os animais foram sacrificados. Em
seguida, o figado foi processado e, entédo, digerido em meio de cultura RPMI
1640 (Gibco, Billings, MT, USA) suplementado com colagenase VIl (1mg/ml,
Sigma-Aldrich) por 1 hora a 37°C sob agitacdo de 80rpm. Apos a incubacéo, as
amostram foram filtradas, em cell strainer de 70um para a remocao de tecido
nao digerido, e transferidas para outro tubo. Apés serem filtradas, as amostras
passam por um processo de centrifugagbes diferenciais para obtencdo das
células ndo parenquimais hepaticas: 1) 400g por 5 minutos a 4°C seguido do
descarte do sobrenadante e o material sedimentado resuspendido em meio de
cultura; II) 60g por 3 minutos a 4°C seguido da coleta do sobrenadante e 111) 400g
por 5 minutos a 4°C seguido do descarte do sobrenadante, e as hem@acias lisadas
usando solucdo de cloreto de aménio (ACK) para obtencdo de uma suspensao
limpa e com somente células ndo parenquimais isoladas. Por fim, as células
foram contadas utilizando azul de tripan ou cristal de violeta e 10° células usadas
para citometria de fluxo.

3.7. Citometria de Fluxo

Apds o isolamento das NPCs, 1x10° células de cada amostra foram
incubas com marcador de viabilidade celular, Fixable Viability Stain 510 (BD
Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA), por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, incubacdo por 5 minutos a 4°C com Fc block Fc-y I11/1I
CD16/32 (clone 2.4G2; BD Biosciences), e ap0s esse tempo foi performada a
marcacao para moléculas de superficie por 30 minutos a 4°C utilizando os
seguintes marcadores: anti-CD45 (clone 30-F11, BD Biosciences), anti-F4/80
(clone T45-2342, BD Biosciences), anti-CD11b (clone M1/70, BD Biosciences),
anti-Ly6C (clone AL-21, BD Biosciences), anti-Ly6G (clone 1A8, BD
Biosciences). Para avaliagdo do programa de morte celular, os seguintes

marcadores foram utilizados Anexina V (Biolegend, San Diego, CA, USA) e
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lodeto de Propidio (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) em tampao fosfato
suplementado com HEPES (10mM), NaCl (150mM) e CaClz (2,5mM) em pH=7,4
por 20 minutos (Crowley et al., 2016). A citometria de fluxo foi realizada usando
o citbmetro Accuri™ C6 (BD Biosciences) ou CytoFlex (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN, USA).

3.8.Cultivo de Escherichia coli

As bactérias Escherichia coli (ATCC®25922GFP) foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Shirong Liu (Harvard Medical School-EUA). A bactéria foi
modificada geneticamente para inser¢éo de um plasmideo com a Proteina Green
Fluorescente — GFP, ligado a um promotor com gene de resisténcia a ampicilina.
As bactérias foram cultivadas em caldo Luria-Bertani (Sigma-Aldrich) com adicao
de ampicilina (100 pg/ml, Sigma-Aldrich) por 12 horas em agitacédo a 37°C. Apos
esse tempo, as bactérias foram lavadas em uma centrifugagéo a 1500g por 15
minutos. Por fim, a quantidade de bactérias foi determinada por densidade Optica
(OD) em 600nm em espectrofotbmetro (Versamax), sendo que uma OD igual a

1 corresponde a 8x108 células/ml.
3.9. Opsonizacao in vitro de Escherichia coli

Para realizar a opsonizacao in vitro, inicialmente, as bactérias foram
ajustadas para 1x108 bactérias/ml, em seguida, adicionamos tamp&o contendo
PBS com 1% de BSA e 0,05% de azida sddica. Na sequéncia, a suspenséao foi
centrifugada a 3000g por 10 min e esse passo repetido mais uma vez. Entao, as
bactérias foram resuspendidas em 1ml de Tampédo PBS-BSA-Azida e divididas
aliquotas em 50pl. Posteriormente, separadas em grupos a serem incubados
com soro fresco e inativado provenientes dos animal controle e 24 horas apos
sobredose de APAP. O soro foi inativado a 56 °C por 30 min. As bactérias foram
incubadas com soro na diluicdo de 1:50 por 30 min a temperatura ambiente,
posteriormente, centrifugadas a 3000g por 10 min e resuspendidas em 50ul. Por
fim, quando especificado, utilizamos bactérias opsonizadas in vitro para

realizacdo do ensaio de remocéo de bactérias circulantes do sangue.
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3.10. Desafio bacteriano e ensaio de Unidades Formadores de

Colbnia

Os camundongos receberam, por via intravenosa, uma suspensao
bacteriana de 5x10° E. coli por 20g de peso do animal em 50pul. Os animais do
grupo controle e 24 horas apés inducdo da lesdo foram submetidos para
avaliacdo da taxa de sobrevivéncia e monitorados a cada 3 horas por um total
de 30 horas. Para o ensaio de Unidades de Formadores de Colonia (UFC), 24
horas apds o desafio, os animais foram anestesiados, em seguida o sangue e 0
figado foram coletados, macerados, e por ultimo, cultivados em meio agar Luria-
Bertani (Sigma-Aldrich) contendo ampicilina (100mg/ml, Sigma-Aldrich) por 24
horas a 37°C. Ao fim do tempo de cultivo as UFC foram quantificadas e
normalizadas por volume de sangue em mililitros (ml) e por peso do figado em

gramas (g).
3.11. Ensaio de remocdao de bactérias circulantes do sangue

A avaliacdo de remocado bacteriana pelo figado foi realizada seguindo
técnica ja utilizada no laboratério (David et al., 2016). Os camundongos
receberam, por via intravenosa, uma suspenséo bacteriana de 5 x 108 E. coli por
20g de peso do animal em 50ul. Apés 5 minutos, os animais sdo anestesiados e
0 sangue coletado pela veia hepatica e imediatamente diluido em PBS (1:100),
por fim, a amostra foi analisada no citbmetro de fluxo, BD Accuri™ C6. O
resultado é baseado no numero de eventos GFP por volume de sangue em

microlitros (pl).
3.12. Monitoramento das bactérias no figado em tempo real

O monitoramento em tempo real do deslocamento bacteriano no figado
foi realizado através da microscopia intravital confocal (MIV), descrita em secao
especifica. Resumidamente, com o camundongo anestesiado e posicionado na
plataforma do microscépio foi administrado por via intravenosa 5x10’ E. coli por
20g de peso do animal em 50ul. A filmagem se inicia antes 10 segundos antes
da injecdo e os eventos individuais foram captados durante os primeiros 5
minutos. O monitoramento foi avaliado utilizando o programa NIS-Elements

Advanced Research com o médulo NIS.ai (Nikon Instruments).
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3.13. Deplecéo farmacoldgica das Células de Kupffer

As Células de Kupffer foram depletadas utilizando injecéo intravenosa de
lipossomos contendo Clodronato (5mg/ml) com doses de: 12,5mg/kg (50ul/209),
31mg/kg (125ul/20g), 50mg/kg (200ul/20g) por animal, para obtermos um
gradiente de deplecdo (Van Rooijen and Sanders, 1996). Os animais controles
receberam os mesmos volumes de solucao salina 0,9%. A deplecéo foi avaliada
48 horas apos o tratamento por Citometria de Fluxo e Microscopia Intravital
Confocal. Além disso, os animais sdo submetidos ao ensaio de remocgao
bacteriana da circulagao.

3.14. Microscopia Intravital Confocal

A Microscopia Intravital Confocal (IVM) para visualizagao in vivo do figado
de camundongos foi realizada conforme descrito anteriormente (Marques et al.,
2015a), utilizando microscépio Confocal Nikon Ti A1R equipado com detector
espectral e estagio motorizado XYZ (Nikon). Antes do inicio dos procedimentos,
20 minutos, os camundongos receberam, exceto quando especificado, por via
intravenosa anti-F4/80 (clone T45-2342, BD Biosciences) e anti-CD31 (clone
390, Biolegend). Em seguida, quando descriminado, apds inicio da cirurgia o0s
camundongos receberam por via intravenosa Sytox Green (250nmol/Kg, Sigma-
Aldrich). Resumidamente, o processo cirdrgico consiste em uma incisao na linha
média seguida de laparoscopia para exposicdo figados que em seguida é
apoiado em um suporte de acrilico compativel com o microscopio. Para gerar 0s
videos, adquirimos imagens em intervalos de um frame a cada 10 segundos por
5 minutos em posicdo XYZ fixada. As imagens foram adquiridas usando objetiva
de 20x e definicdo de pixel de 512x512, e as imagens foram colocadas em
sequéncia para gerar um video por animal. Para reconstrucdo em 3D, a
aquisicdo em serie Z foi realizada em uma objetiva de 20x, adquirindo um
intervalo de 60um entre parte superior e inferior, sendo uma imagem a cada 0,2
pum com definicdo de pixel de 512x512. Por fim, a aquisicdo de imagens &
realizada em objetiva de 10x e 20x na definicdo de pixel 1024x1024 sendo 10
imagens de campos por animal. Todo processo foi feito utilizando o programa

NIS-Elements Advanced Research com o médulo NIS.ai (Nikon).
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3.15. Ensaio de imunofluorescéncia

Para os ensaios de imunofluorescéncia, os animais dos grupos 12, 24 e
72 horas apés sobredose de APAP e grupo controle foram anestesiados e
sacrificados. Em seguida, fragmentos do figado foram coletados fixados em
paraformaldeido 4% por pelo menos 12 horas. Apds esse tempo, os fragmentos
foram desidratados em gradiente de Sucrose 10%-30% (massa/volume, PBS) e
posteriormente incluidos em Tissue-Tek ® OCT (Sakura, Torrance, CA, USA)
para serem congelados a -20°C até serem processados. O processamento foi
feito por cortes congelados em seccdes de 15um de espessura. ApOs o
processamento, esperamos 0s cortes atingirem a temperatura ambiente para
serem permeabilizados com solucdo de PBS contendo Triton X-100 0,5% (v/v)
por 15 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados com solugédo de
bloqueio, contendo 5% de soro normal de cabra diluido em PBS, por 60 min a
temperatura ambiente. Na sequéncia, realizamos a imunomarcacdo durante a
noite a 4°C com 0s seguintes anticorpos primarios: rato anti-F4/80 (clone T45-
2342, BD Biosciences), coelho anti-caspase 3 clivada (clone 5A1, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), coelho anti-Ki67 (Abcam, Cambridge, UK),
diluidos 1:100 em PBS contendo 0.05% Triton X-100. No dia seguinte, os cortes
foram lavados com PBS, depois foram incubados novamente com a solucéo de
blogueio por 60 min. Apdés o bloqueio, os cortes foram incubados por 90 minutos
a temperatura ambiente com o anticorpo secundario cabra anti-coelho conjugado
a Alexa Fluor 488 (policlonal, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
diluido 1:200. Seguidamente, a marcacao nuclear foi realizada com uso de 4,6-
diamidino-2-phenylindole staining (DAPI, Life Technologies). Por fim, as [aminas
obtidas foram montadas em glicerol contendo Tris-HCI 0,1M na proporgéo (9:1)
e seladas. A aquisicdo das imagens foi realizada utilizando microscépio Confocal
Nikon Ti A1R e o programa NIS-Elements Advanced Research com o médulo
NIS.ai (Nikon), na objetiva de 20x e com definicdo de 1024x1024.

3.16. Derivacdo de macrofagos a partir de precursores da medula

Ossea

Os macrofagos foram obtidos a partir da diferenciacdo de precursores
presentes na medula 6ssea dos animais. Para tanto, os precursores de medula

ossea foram recolhidos do fémur de animais C57BL/6J selvagens ou LysM-
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tdTomato, lavados colocados em placas de cultura. Os precursores foram
cultivados em placas de cultura contendo meio DMEM-12 (Gibco), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 2mM de L-glutamina (Gibco), 100ug de
estreptomicina (Gibco), 100U/l de penicilina, 25mM de HEPES (Sigma-Aldrich),
e 20% do sobrenadante de cultura de células L929 como descrito anteriormente
(Goncalves, 2015). Nos dias 3 e 5 apos inicio do cultivo ouve adicdo e
substituicdo do meio de cultura, respectivamente. Ao final de 7 dias em cultura
4°C na estufa com 5% de CO2, as ceélulas foram recolhidas e estimuladas,
quando especificado, com IL-4 (20ng/ml, Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA)
durante o periodo noturno na estufa de células para gerar o perfil
alternativamente ativado (Murray et al., 2014). Ao final, as os macréfagos
derivados de medula éssea (MDMO) sem ativacdo (¢) e alternativamente
ativados (A.A) foram ajustados para concentracdo de 1x10° células/ml para

analises posteriores.
3.17. Andlise de expressdo de mRNA por PCR em tempo real

A andlise de expressdo do RNA mensageiro (mMRNA) utilizando a reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi feita para avaliar o perfil de
ativacdo das células. Para isso, 0 mRNA total foi extraido dos macrofagos
derivados de medula éssea sem ativacdo (MDMO ¢) e alternativamente ativado
(MDMO A.A) utilizando o kit ReliaPrep RNA Miniprep System (Promega,
Madison, WI, EUA) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Apds extracdo, o
MRNA total foi quantificado usando um aparelho Nanodrop Lite (Thermo Fisher),
seguido da reacao de transcricao reversa para obtencdo do DNA complementar
(cDNA) utilizadon o kit iScript cDNA Synthesis (Biorad, Hercules, CA, EUA) no
aparelho Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Por fim, a PCR em tempo real foi feita no Rotor-Gene Q (Qiagen) e
os resultados analisados utilizando 2 -2ACT para determinar o aumento em relagdo
ao gene constitutivo. A expressdo de cada gene foi normalizada para a
expressdo de actb (B-actina) e comparadas aos MDMO A.A. Os genes avaliados

e suas respectivas sequéncias estdo na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia de primers

Gene Forward Reverse

actinb 5-AGGTGTGCACCTTTTATTGGTCTCAA-3’ 5-TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT-3

chil3 5-AGAAGGGAGTTCAAACCTGGT-3’ 5-GTCTTGCTCATGTGTGTAAGTGA-3'

retnla 5-AATCCAGCTAACTATCCCTCCA -3’ 5-CAGTAGCAGRCATCCCAGCA-3’

argl 5-CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT-3’ 5-CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT-3'
3.18. Terapia celular com MDMO

A terapia celular com MDMO foi realizada durante a cinética de leséo
hepética aguda induzida por APAP, exatamente 16 horas pds-inducdo, os
camundongos receberam por via intravenosa uma suspensédo de MDMO, 1x106
células ativadas ou ndo em 100ul, pelo plexo orbital. Os grupos, controle e APAP
24 horas, receberam o mesmo volume do veiculo, PBS. A terapia foi analisada
8 horas apos o tratamento, totalizando 24 horas ap6s o comec¢o do modelo de
lesdo. Nesse tempo ensaios de citometria de fluxo, histologia hepética,
microscopia intravital confocal, e remocdo bacteriana do sangue foram

realizados conforme descritos previamente.
3.19. Mineracao de dados

Os dados brutos de expressdo génica foram gerados por ensaio de
microarranjos (microarray) e depositados no banco de dados publico do National
Center for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) com o identificador GSE55606 (Zigmond et
al., 2014). Inicialmente, os dados de expressao de chips diferentes foram
normalizados computando o RMA (Robust Multichip Average)(Irizarry et al.,
2003). Em seguida, a analise de expressdo diferencial foi realizada usando
modelos lineares, sempre contraste entre dois grupos usando pacote “limma”
para programa R (Ritchie et al., 2015). Os p-valores (p.values) foram corrigidos
(p.adj) calculando o FDR (False Discovery Rate, ou Benjamini-Hochberg). Os

resultados foram considerados significativos quando p.adj < 0,05.

Apds obtencdo do p.adj utilizamos o pacote “clusterProfiler” para

programa R (Wu et al., 2021) para fazer enriquecimento de vias atraves do banco
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de dados Kegg Pathways (http://www.kegg.jp/) (Kanehisa, 2019; Kanehisa and
Goto, 2000). As vias foram consideradas diferencialmente expressa quando
p.adj < 0,05 (FDR). Em seguida, a analise de componente principal (PCA) foi
feito com base no padréo global de expressao de genes das amostras, para
identificar se o perfil de expressdo foi capaz de separar os tipos celulares.
Analise essa que foi feita usando pacote basico do R e o pacote “factoextra”
(Kassmbara, 2020). Por fim, a visualizacdo da expressdo génica de cada via

enriquecida foi gerada usando pacote “pathview’ do programa R.
3.20. Anélise de dados e estatistica

Os dados de microscopia foram analisados utilizado o software NIS-
Elements Advanced Research (Nikon Instruments). Os videos foram formatados
e gerados utilizando o software Sony Vegas Pro 16 (Sony, Tokyo, Japan). Os
dados de Citometria de Fluxo foram analisados com o auxilio do software FlowJo
v10 (BD Biosciences). Os dados dos ensaios bioquimicos foram analisados
utilizando o programa SoftMax v5.4.1 (Molecular Devices). Todos os dados
quantitativos dados passaram por analise de normalidade, os paramétricos
foram apresentados como média + erro padrdo da média (SEM) ou desvio
padrdo da média (SD) para cada grupo. Para determinar diferencas entre dois
grupos, utilizamos o teste t-Student. Nos ensaios de multiplos grupos realizamos
o teste one-Way ANOVA, seguido de poés teste de Tukey para determinar
diferencas entre os grupos avaliados. Por outro lado, os dados ndo paramétricos
foram apresentados como mediana, e o teste estatistico utilizado foi o Mann-
Whitney, para analises entre duas variaveis, e o Kruskal-Wallis seguido do pés
teste de Dunn, para analises entre trés ou mais variaveis. Todas as analises
estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versdo 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) para Windows 10 (Microsoft).

Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4. Resultados

4.1. A lesédo hepatica aguda induzida pela sobredose de APAP promove

dano ao parénquima e disfuncao hepatica

A lesdo hepatica aguda induzida por sobredose de APAP é bem
estabelecida em modelo murino, possibilitando o estudo do inicio, progresséo e
resolucao da inflamacao hepatica (Marques et al., 2015b; Mattos et al., 2020), e
apresenta, parametros bem definidos para avaliacdo da eficacia do modelo
(McGill and Jaeschke, 2019). Primeiramente, realizamos a inducao da lesdo pela
administracéo de APAP (600mg/kg), por gavagem oral, 15 horas apoés o periodo
de jejum, em camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J (Figura 1A).
Observamos uma taxa de mortalidade de 25 % no grupo experimental dentro
das primeiras 24 horas (Figura 1B), uma taxa similar a observada em humanos
(28%) em casos de sobredose por APAP (Stravitz and Lee, 2019), mostrando

assim, a robustez e relevancia clinica do modelo utilizado.

Em seguida, para melhor avaliarmos os aspectos hepaticos do nosso
modelo, realizamos a andlise histoldgica do érgao durante toda a cinética da
LHA, uma vez que é uma inflamacg&o tempo dependente. Observamos areas de
necrose ao redor das veias centro-lobulares nos tempos de 12 horas (setas
vermelhas) e 24 horas (setas verdes) apds inducdo da lesdo — areas essas que
se conectam umas as outras, compreendendo uma grande regido do
parénquima (Figura 1C). Por outro lado, seguindo a cinética da les@o, no tempo
de 72 horas pdés-APAP observamos um aspecto resolutivo no tecido hepatico
(setas azuis), e nos tempos seguintes, 7 e 15 dias, um aspecto similar ao do
grupo controle (Figura 1C). A seguir, esses aspectos histoldégicos foram
analisados usando um escore histopatolégico, baseado na integridade do
parénquima, quantidade e tamanho das areas de necrose, e presenca de
infiltrado inflamatério (Kleiner, 2014). Como resultado, observamos um escore
elevado na lesdo 12 e 24 horas p0s-APAP — estabelecendo esses tempos como
a fase aguda e o pico da lesdo —, seguido da reducdo com 72 horas — fase
resolutiva — e do retorno aos niveis basais 7 e 15 dias (Figura 1D), indicando,

assim, a autorresolucao da inflamagéo hepatica.

Outros aspectos, além dos histolégicos, s&o importantes para

determinacdo da lesdo hepatica, sendo eles ensaios indiretos que medem
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biomarcadores no sangue indicativos de injuria no 6rgdo. Na pratica clinica dois
testes séo utilizados para esse fim (McGill and Jaeschke, 2019). Um deles € a
dosagem de uma enzima intracelular hepatica no soro, a alanina
aminotransferase (ALT), indicando a presenca de lesédo hepética — em situagfes
normais, essa enzima € encontrada apenas no interior 0os hepatocitos.
Observamos um aumento de ALT sérico na fase aguda, 12 e 24 horas apos a
inducao da lesdo e, novamente, 0s niveis retornam ao basais na fase resolutiva,
a partir de 72 horas, que se mantém até o final da cinética (Figura 1E). Outro
teste baseia-se na avaliacdo da fung¢do hepatica de depuracdo de moléculas.
Utilizando a dosagem do verde de indocianina, um corante que, apos
administracdo, se liga a proteinas plasmaticas e € eliminado da circulacao
exclusivamente pelos hepatécitos, encontramos uma capacidade depurativa
reduzida no figado 24 horas p6s-APAP, uma vez que maiores quantidade dessa
substancia foram detectadas no soro dos animais (Figura 1F). Mais umavez, 72
horas pés-APAP, a capacidade de depuracéo do verde de indocianina retornou

ao nivel basal, mostrado pela reduc&o nos niveis séricos do corante (Figura 1F).

Concluindo, assim, que em todos os parametros avaliados, nas 24 horas
iniciais, ocorre o pico da lesao e, a partir de 72 horas, se inicia a remissao da
mesma, com a estabilizacdo da sobrevivéncia, aquisicAo de aspectos
histoldgicos resolutivos, e retorno dos valores séricos de ALT e ICG ao nivel

basal.
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Figura 1. A lesdo hepatica aguda induzida pela overdose de acetaminofeno promove extensa lesao
tecidual com perda de parénquima e formacao de extensas areas de necrose. (A) Esquema da indugéo
de LHA por overdose de acetaminofeno (APAP; 600mg/kg) em camundongos C57BL/6J fémeas com 8 a
10 semanas de idade. (B) Curva de sobrevivéncia (%) dos animais ap6s inducdo de LHA por tempo em
horas; n = 9 animais por grupo. (C) Imagens representativas de histologias hepaticas da cinética da LHA
coradas por Hematoxilina e Eosina (H&E); escala = 500um. (D) Escore histopatoldgico das histologias H&E
da cinética da LHA; n =2 9 animais por grupo. (E) Avaliagio da les&o hepatica pela dosagem dos niveis de
aspartato aminotransferase (ALT) no soro dos animais; n = 5-15 animais por grupo. (F) Disfun¢éo hepética
avaliada pela dosagem do verde de indocianina no soro dos animais; n = 5-9 animais por grupo. Dados
representativos de 2 ou mais experimentos. Os resultados estdo apresentados como a média + SEM. *
indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle; & indica diferenca estatistica entre o
grupo indicado e o grupo 24h apés APAP, usando andlise de Mentel-Cox para sobrevivéncia (B) e one-way

Anova seguido do pos-teste de Tukey para as demais analises (D-G). (* e & = p < 0.05).
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4.2. A inflamacdo gerada pela LHA é predominantemente neutrofilica,
com alteracdes significativas em outras populacdes de células

mieloides mononucleares

Uma vez estabelecido o modelo de LHA, decidimos avaliar o perfil celular
mieloide inato no processo inflamatoério desencadeado pela sobredose de APAP,
ja que essas células sao as principais células imunes envolvidas em processos
inflamatorios agudos. Para tanto, realizamos ensaio de citometria de fluxo, com
foco na fase aguda (24 horas iniciais), utilizando a estratégia de gate
apresentada na Figura 2A. Em termos de porcentagem, observamos uma
reducado significativa na proporcdo da populacdo de células de Kupffer e um
aumento expressivo de neutréfilos nos tempos de 12 e 24 horas pos-APAP. Além
disso, essa fase é marcada por um grande infiltrado de mondécitos inflamatérios
(Ly6C"CD11b*), enquanto ha uma pequena reducdo na porcentagem de
mondcitos pré-resolutivos (Ly6C'°CD11b*) (Figura 2B). Analisando também o
namero absoluto de células, o mesmo padrao é observado, confirmando que ha
uma reducdo populacional nas células de Kupffer, um massivo infiltrado de
neutréfilos e altercacéo do perfil de mondcitos para um perfil pro-inflamatorio
(Ly6CNCD11b") (Figura 2C).
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Figura 2. A LHA gera uma inflamacdo predominantemente neutrofiica e com alteracdes

significativas nas células mieloides mononucleares. (A) Estratégia de gate utilizada para analisar as

células mieloides no figado dos animais durante a lesdo hepatica. (B) Porcentagem (%) das diferentes

populacdes mieldides analisadas dentro das células CD45* vivas durante a fase aguda da injdria hepética

induzida pela overdose de acetaminofeno.; n = 3-5 animais por grupo. (C) NUmero absoluto das

subpopulacBes de células mieloides vivas ajustado para o numero total de células hepaticas ndo

parenquimais durante a fase aguda da LHA; n = 3-5 animais por grupo. Dados representativos de 2 ou mais

experimentos. Os resultados estdo apresentados como a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre

o grupo indicado e o grupo controle usando analise one-way Anova seguido do pés-teste de Tukey para as

demais andlises (* = p < 0.05).
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4.3. A reducdo populacional das células de Kupffer abre um importante

nicho hepatico

Uma vez que observamos por citometria uma reducéo significativa na
populacdo de KCs durante a fase aguda do nosso modelo (Figura 2B e C),
decidimos melhor avaliar a dindmica do nicho de células de Kupffer durante a
cinética da LHA. Para isso, inicialmente definimos os parametros morfolégicos
destas células através de MIV, administrando anticorpo anti-F4/80 de forma
intravenosa (Figura 3A). A determinacao desses parametros foi essencial para
definir de forma precisa, quais células seria, de fato, células de Kupffer — para
além da marcacdo apenas—, permitindo assim, uma analise mais acurada
homogénea, exclusao de outras células F4/80*, como subtipos de mondcitos e
macréfagos presentes na capsula que envolve o figado (Sierro et al., 2017).
Assim, foram definidos em duas dimensfes 0s seguintes parametros: area das
células, aproximadamente 300mm? (Figura 3B); comprimento celular, em média
50mm (Figura 3C); extensdo dos prolongamentos celulares, em torno de 2mm
(Figura 3E); e, por fim, a circularidade das células (definida por uma unidade
arbitraria), préxima de 0,4 (quanto mais préximo do O menor sera a circularidade)
(Figura 3E).



51

)
H
2

2

808D |

-15h od 12h 24h 72h 7d 154
Jejum  Indugdo de LHA
APAP 600mg/kg

2
8
3

o
e
&

e

g

300 :}%

8

T$%;

- N oW B oo @
S &

F4/80" 4rea celular (mm
8
H
2

t t t t t

MIV — Caracterizacdo das células de Kupffer

F4/80 PE i.v

F4/80* comprimento celular (mm)

Controle12h 24h 72h 7d  15d Controle12h 24h 72h 7d 15d
e —— | e ——

tempo ap6s APAP (600mg/kg) tempo apés APAP (600mg/kg)

D E

°

~
o

e B S L e '

-
o

g =
w o

1
0.
0.
0.4

ooy Sy S e =
0.
0

F4/80

prolongamentos celulares (mm)
b &

F4/80° circularidade celular (UA)

Controle12h 24h 72h 7d  15d Controle12h 24h 72h 7d 15d
e | —_

tempo ap6s APAP (600mg/kg) tempo apés APAP (600mg/kg)

Figura 3. Definicdo dos aspectos morfoldgicos das células de Kupffer por MIV. (A) Esquema do
modelo murino para overdose de acetaminofeno e marcacao das células de Kupffer por injecéo intravenosa
de anti-F4/80 PE, 20 minutos antes da cirurgia e microscopia intravital. Os seguintes parametros das células
de Kupffer foram definidos durante a cinética da LHA: area celular (B); comprimento celular (C);
prolongamentos celulares (D); circularidade celular (E). n = 3 animais por grupo e 10 imagens por
camundongo. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estdo apresentados como a média
+ SEM. Andlise estatistica realizada usando Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estéo

apresentados como a média + SEM.

Com os parametros morfolégicos definidos, utilizamos novamente MIV
para visualizar, no tecido, o posicionamento das células de Kupffer e caracterizar
sua dindmica populacional durante a LHA. Para esse fim, utilizamos anticorpos
anti-CD31, para marcacdo da vasculatura hepatica, anti-F4/80, para marcacao
das KCs (David et al., 2016), o corante sytox green, para marcacdo do DNA
extracelular presente nas areas de necrose (Marques et al., 2015b). Como
resultado, o figado em homeostase apresenta estrutura normal do parénquima,
com distribuicdo homogénea de granulos de &cido retindico, excitados utilizando
o laser de 405nm e representados pela autofluorescéncia hepatica (azul) (Figura
4A). Além disso, ndo ha presenca de DNA extracelular (verde), mas ha uma
populacdo de células de Kupffer (vermelho) regularmente distribuida dentro da
vasculatura hepatica (branco) (Figura 4A). Nos estagios iniciais da lesao, 12 e
24 horas pos-APAP, observamos a destruicdo do parénquima e da vasculatura
hepatica, com uma massiva deposicdo de DNA na area de necrose e nos
capilares sinusoides remanescentes. Observamos o0 desaparecimento das
células de Kupffer especificamente na area de necrose (Figura 4A). Continuando
com a cinética da LHA, a partir de 72 horas, ja haviamos observado a remissdo

da lesdo e, por MIV, observamos o retorno da vasculatura e parénquima ao
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estado de homeostase, sendo que somente a populacdo de fagocitos ndo
apresenta ainda a sua distribuicéo regular pelo figado (Figura 4A). Nos tempos
mais tardios, 7 e 15 dias, o figado retorna completamente ao estado de

homeostase em todos os parametros avaliados.

Na sequéncia, novamente utilizamos os padrdes morfométricos
estabelecidos para as células de Kupffer para quantificar a perda populacional
durante a LHA. Observamos que, na fase aguda, a reducdo populacional é
significativa (Figura 4B, painel esquerdo) e gira entorno de 50% de reducdo em
relacdo ao controle (Figura 4B, painel direito). Como descrito anteriormente, o
tempo de 72 horas é uma fase de transicdo, em que os parametros hepaticos
estdo retornando a normalidade. Isso também foi observado com relacdo ao
ndamero das KCs, que aumenta, aproximando dos valores de homeostase. O
nivel populacional dessas células retorna no tempo de 7 dias e se mantém no
tempo seguinte, indicando completo retorno e estabilidade. Concluimos, assim
que a perda populacional ocorre especificamente nas areas de necrose
presentes na fase aguda. Todavia, é transiente e acompanha a remissao da
leséo.
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Figura 4. A lesdo hepatica aguda promove redugao na populacdo de células de Kupffer. (A) Imagens
representativas de microscopia intravital (MIV) durante o processo de LHA para caracterizar a arquitetura
hepatica, lesdo e células de Kupffer; Parénquima é representado pela autofluorescéncia hepatica em azul;
Vasculatura hepatica, em branco, marcada por anticorpo anti-CD31 PE; Células de Kupffer marcadas, em
vermelho, por anticorpo anti-F4/80 APC; DNA em verde, marcado por sytox green; escala= 50um. (B)
Quantificacdo das Células de Kupffer por area (B) e variacé@o da popula¢do em relacéo ao Controle (100%)
(C); n = 5 animais por grupo e 10 imagens por animal. Dados representativos de 3 experimentos. Os
resultados estéo apresentados como a média £ SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado

e 0 grupo controle usando one-way Anova seguido do pos-teste de Tukey. (* = p < 0.05).
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4.4. A reducdo na populacdo de KCs durante a fase aguda ocorre

predominantemente por apoptose

A reducdo na populacéo dos macréfagos residentes durante um processo
inflamatorio tecidual € comum a diversos orgdos (Barth et al., 1995; Bleriot et al.,
2020; Ginhoux et al., 2017), incluindo o figado (Bleriot et al., 2015; Borst et al.,
2017; Remmerie et al., 2020). Essa reducao também foi observada em nosso
modelo, 0 que nos trouxe o questionamento de qual processo de morte celular
estaria levando ao desaparecimento das células de Kupffer. Para tanto,
decidimos avaliar, inicialmente por citometria de fluxo, utilizando os marcadores
anexina V e iodeto de propidio (PI) (Figura 5A), qual o programa de morte celular
predominante na fase aguda da lesdo. No tempo de 12 horas ap6s sobredose
por APAP, a morte por apoptose foi predominante (Anexina V*PI) em
comparacdo com necroptose (Anexina V*PI*) — também conhecida como
apoptose tardia —, e com morte por necrose (Anexina V'PI*) (Figura 5B). J4 no
tempo de 24 horas pos APAP, a porcentagem de células de Kupffer em apoptose
continua significativamente elevada, ao passo que, 0s demais programas
celulares reduzem aos niveis basais (Figura 5B). Em ambos os tempos, quando
avaliamos KCs viaveis (Anexina V'PI), observamos uma reducdo na

porcentagem 12 e 24 horas pos-APAP.

Visto a predominancia do programa apoptético nas células de Kupffer no
inicio da LHA, utilizamos a marcacédo por imunofluorescéncia, para Caspase-3
clivada, em cortes do figado para confirmar que a via apoptoética esta, de fato,
ativa nessas células. Observamos em ambos os tempos, 12 e 24 horas, a
marcacao para Caspase-3 clivada (verde) colocalizada com a marcacao para as
células de Kupffer (vermelho) (Figura 5C). Quando, quantificamos essa
marcacdo, notamos um aumento na porcentagem (painel esquerdo) e na
guantidade (painel direito) de KCs com o programa apoptético ativo (Figura 5D),
confirmando que a perda populacional desse tipo celular ocorre
predominantemente por apoptose.
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(A) Estratégia de gate para Anexina V e lodeto de Propidio (Pl) dentro da populagéo de células de Kupffer
(F4/80%). (B) Ensaio de citometria de fluxo mostrando o tipo de morte celular das células de Kupffer durante
0 processo de AL, dividindo entre as células em apoptose (Superior esquerdo, Anexina V*PI’), células em
necrose (Superior direito, Anexina V'PI*), células em necroptose (Inferior esquerdo, Anexina V*PI*), e as
células que se mantém vivas (Inferior direito, Anexina V'PI’); n =2 3 animais por grupo. (C) Imagens
representativas de marcagao por imunofluorescéncia motrando o nucleo (DAPI, azul), caspase-3 clivada
(verde), e células de Kupffer (Vermelho); escala = 20um. (D) Porcentagem (%, painel esquerdo) e nimero
absoluto (painel direito) de células de Kupffer positivas para caspase 3 clivada; n = 3 animais por grupo e
10 imagens por animais. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estdo apresentados
como a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle usando one-

way Anova seguido do pés-teste de Tukey. (* = p < 0.05).
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4.5. O nicho disponibilizado pela morte das KCs durante a fase aguda é

ocupado pela entrada de dois tipos celulares diferentes

Como observamos anteriormente, a populacdo de células de Kupffer,
apos sofrer reducao durante a fase aguda da LHA, comeca a se restabelecer na
fase resolutiva e retorna por completo 7 e 15 dias apés inducéo da leséo (Figura
4). Com isso, procuramos se 0 nicho aberto gerado na fase aguda é ocupado
por novas células. Em nossos ensaios prévios de MIV, utilizados para avaliar a
dindmica dessa células na LHA, notamos a presenca de aglomerados de células
de Kupffer no grupo 72 horas p6s-APAP (Figura 6A, quadrado verde). Esses
aglomerados no figado ja foram descritos como KCs em multiplicacdo durante a
resolucao da inflamacéo hepatica induzida por um quadro infeccioso, em que
também h& uma perda populacional (Bleriot et al., 2015). Tendo conhecimento
disso, buscamos avaliar a capacidade de proliferacdo das células de Kupffer por
meio do ensaio de imunofluorescéncia. Observamos que os aglomerados de
KCs na fase resolutiva apresentam, marcacao para Ki67 (Figura 6B, quadrado
verde) indicando que eles sdao formados por células em replicacdo. A
quantificacdo das imagens revelou um aumento significativo do niumero e da
porcentagem das KCs em multiplicacao (Figura 6C), evidenciando que as células
remanescentes contribuem para reposicdo do nicho aberto na fase aguda da
LHA.
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Kupffer presentes na fase resolutiva — 72 hours ap6s indugdo da lesdo; escala = 50 um; n = 4 animais por
grupo e 10 imagens por camundongo. (B) Avaliacdo da proliferacdo de células de Kupffer 72 horas apos
overdose de acetaminofeno por imunofluorescéncia mostrando o nudcleo (DAPI, azul), Ki67 (verde), e
células de Kupffer (vermelho); escala = 50 pm. (C) Porcentagem (%, painel superior) e numero (Painel
inferior) de células de Kupffer ou aglomerado de células colocalizados com Ki67; n = 4 animais por grupo e
10 imagens por animal. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estdo apresentados como
a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle usando one-way
Anova seguido do pés-teste de Tukey. (* = p < 0.05).

Por um lado, mostramos que as células remanescentes contribuem para
ocupacao do nicho, por outro, estudos mostraram que em outros modelos de
lesdo hepética os mondcitos podem ocupar o nicho e se diferenciarem em
macrofagos residentes (David et al., 2016; Guilliams and Scott, 2017; Scott et
al., 2016). Como vimos, na caracterizacao prévia, por citometria de fluxo, do perfil
celular mieloide no processo inflamatério desencadeado pela LHA, ha um grande
infiltrado de mondcitos pré-infamatorios na fase aguda da LHA (Figura 2B e C).
Agora, para entender melhor a dindmica dessas células no figado, geramos
camundongos fluorescentes para os dois principais marcadores de mondcitos
murinos, os receptores de quimiocinas CX3CR1 e CCR2, nos quais um dos

alelos do gene em questdo estd substituido pelo gene que codifica,
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respectivamente, as proteinas fluorescentes verde (GFP) e vermelha (RFP) -
CX3CR1%9PPCCR2*'"p,

Primeiramente induzimos a lesdo nos camundongos gerados (Figura 7A),
e assim como nos camundongos selvagens, confirmamos que a lesdo que se
estabelece e é auto remissiva, pois os niveis de ALT sérico estdo aumentados
24 horas e se normalizam 72 horas pés-APAP (Figura 7B). Partimos, entdo, para
visualizagcao das populacdes de interesse por MIV e encontramos, no tempo de
24 horas, 3 populac¢des de mondcitos na extensa area de necrose — definida pelo
parénquima hepdatico alterado (em azul). A populacdo CX3CR1 CCR2" (em
vermelho) possui um perfil pré-inflamatério, corresponde a populacdo de
mondcitos Ly6C"NCD11b* mostrada previamente e é predominante em relagéo
as demais. As células duplo positivas CX3CR1*CCR2* (em amarelo)
correspondem a mondcitos de perfil transitério, que nao identificamos na
citometria de fluxo. A Jdltima populacdo, representada pelas células
CX3CR1*CCR2" (em verde), correspondem aos mondcitos pro-resolutivos
Ly6Cl°CD11b* detectados na citometria (Figura 7C e D). Na fase resolutiva, 72
horas pds-APAP, a lesdo limita-se a regido perivascular e o figado apresenta
reducdo na populacédo pro-inflamatoria CX3CR1'CCR2* ao mesmo tempo em
que mantém as populacdes CX3CR1*CCR2* e CX3CR1*CCR2, que sao pro-
resolutivas. Podemos concluir, assim, que a dinamica dos fagdcitos
mononucleares no figado é tempo-dependente, com o predominio celular
variando de acordo com o estagio da lesdo. Além disso, observamos que 0s
mondcitos que infiltram no tecido, independente do fendtipo, ocupam
especificamente as areas de necrose, que sdo as regides desprovidas de células
de Kupffer.

Em conjunto, esses dados sugerem que o nicho aberto durante a fase
aguda da LHA induzida por APAP, € ocupado transitoriamente tanto por
monacitos circulantes (que pode posteriormente se diferenciar em macrofagos)

quanto por novas KCs originadas da replicacao das células remanescentes.
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4.6. A LHA provoca uma janela de susceptibilidade a infec¢gdes

Até agora, na caracterizacdo do nosso modelo de LHA induzida pela
sobredose de acetaminofeno, encontramos dano ao parénquima, disfuncéo
hepética e uma inflamacao robusta, com altera¢ées significativas em populacdes
celulares mieloides importantes, como as células de Kupffer, que sofrem redugéo
significativa em numero. Ainda, sabendo que, do ponto de vista imunologico, o
figado € um orgéao crucial de defesa contra infec¢do por via sanguinea, com as
células KCs desempenhando importante papel, e que muitas vezes os pacientes
com LHA desenvolvem um quadro de infec¢éao sistémica (Karvellas et al., 2009;
Rolando et al., 1996), buscamos determinar se a LHA afeta a capacidade de

controle de patdgenos circulantes.

Para isso, induzimos novamente o modelo de LHA e, nos tempos pés-
APAP determinados (12, 24 e 72 horas; 7 e 15 dias), submetemos os animais a
um desafio intravenoso com E. coli expressando GPF (Figura 8A). Inicialmente,
observamos a sobrevivéncia dos animais no momento mais critico da LHA, 24
horas apos inducdo da lesdo. A infeccdo bacteriana resultou numa taxa de
mortalidade de 40% nos animais que estavam no pico da LHA (Figura 8B).
Inicialmente, escolhemos o ponto critico da lesdo (24h) para desafiar os
camundongos com a bactéria e acompanhar a sobrevivéncia. Encontramos que
a infeccdo bacteriana resultou numa taxa de mortalidade de 40% dos animais
gue estavam no pico da lesdo em comparac¢do com animais controle (Figura 8B),
sugerindo uma piora na capacidade do organismo de lidar com infec¢des durante
a LHA.

Nesta linha, o proximo passo foi, entdo, avaliar, um dia ap0s a infeccao, a
presenca de bactérias no figado e sangue dos animais desafiados durante a
cinética da lesdo. Utilizando contagem de unidades formadoras de coldnia
(UFCs), observamos uma elevada quantidade de UFCs no sangue e figado de
camundongos que receberam bactéria nos tempos de 12 e 24 horas apés
inducao de lesado (Figura 8C). Surpreendentemente, os grupos de 72 horas e 7
dias pos-APAP, que ja apresentavam retorno a normalidade, com relagéo aos
niveis séricos de ALT, ICG e aspecto histopatologico, ainda apresentaram
maiores numeros de UFCs no figado comparados ao grupo controle (Figura 8C).

Entretanto, nesses grupos, nao houve deteccao de bactérias no sangue. Ja nos
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animais que receberam APAP ha 15 dias, a contagem de UFCs retornou ao nivel

basal no figado e foi indetectavel no sangue.

Esses dados nos indicam uma incapacidade hepéatica em controlar o
crescimento bacteriano de forma mais pronunciada nos tempos agudos e que
perdura de forma significativa até a fase resolutiva. Mostrando que nos estagios
em que os parametros hepaticos até aqui avaliados sao considerados normais,
0 sistema imune hepatico ainda ndo retornou a homeostase. Dessa forma,
durante essa disfuncionalidade imune do 6rgéo as bactérias podem evadir do

figado e ganharem a circulacdo sistémica promovendo um quadro infeccioso
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Figura 8. A LHA induzida por sobredose de APAP promovem uma susceptibilidade a infec¢des. (A)
Esquema para desafio intravenoso com E. coli GFP durante a cinética da LHA em camundongos C57BL/6J
fémeas de 8-10 semanas de idade. (B) Curva de sobrevivéncia (%) dos animais controle e 24h apés inducéo
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unidades formadores de colénia (UFC) de E. coli GFP no figado (C) e no sangue (D) 24 horas apds o
desafio intravenoso com 5x10° bactérias/20g; n = 3 animais por grupo. Dados representativos de 3
experimentos. Os resultados estdo apresentados como a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre
o grupo indicado e o grupo controle usando andlise de Mentel-Cox para sobrevivéncia (B) e teste de Kruskal

Wallis seguido do pos-teste de Dunn’s para multiplas comparagdes (C-D). (* = p < 0.05).
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4.7. A capacidade hepatica de filtrar o sangue se encontra reduzida na

fase aguda da LHA

Conforme mostrado no resultado anterior, os animais que receberam o
desafio bacteriano nos tempos iniciais da LHA (12 e 24 horas p0s-APAP)
apresentaram niveis de UFC elevados no sangue, um dia apds a infeccao.
Assim, infere-se que a capacidade de eliminar patdgenos circulantes estaria
prejudicada durante esse periodo. Sabendo da importancia do figado nessa
funcdo de filtro, decidimos avaliar a capacidade do 6rgdo em remover as
bactérias da circulacdo durante a LHA. Novamente, os animais em diferentes
tempos da cinética de LHA foram desafiados com E. coli, por via intravenosa e,
apos 5 minutos, investigamos a presenca de bactérias no sangue, por citometria
de fluxo, seguindo a estratégia de gate (Figura 9B). Se um maior nimero é
encontrado, temos um indicativo de menor capacidade hepética de remocéo de
bactérias da circulacdo. Como resultado, notamos um aumento significativo na
quantidade de E. coli GFP no sangue dos animais dos grupos de 12 e 24 horas
pés-sobredose de APAP (Figura 9C). Niveis esses que retornam ao basal a partir
de 72 horas da LHA e se mantém até o final da cinética, com 15 dias (Figura
9C). Ao comparamos os niveis de bactérias circulantes dos grupos que sofreram
LHA com o grupo controle, notamos um aumento de, em média, 5 vezes na
quantidade de bactérias circulantes para os tempos iniciais de 12 e 24 horas
(Figura 9C).

7

Uma vez que a quantificacdo de bactérias no sangue € uma medida
indireta de inferir a capacidade hepatica de filtro, decidimos, entdo, visualizar
diretamente a dindmica de E. coli no figado, in vivo e em tempo real. Para isso,
utiizamos a MIV, em que 0s animais, ja posicionados na plataforma do
microscopio recebem por via intravenosa o desafio com E. coli GFP, a dinadmica
monitorada por 5 minutos desde a chegada ao 6rgao. Observamos que, no grupo
controle, as bactérias que chegam ao O0rgao sao prontamente removidas da
circulacdo, como podemos observar pelo deslocamento mais curto e limitado
(Figura 9D). Por outro lado, nos grupos de 12 e 24 horas p0s-APAP, as bactérias
apresentam um deslocamento mais livre e percorrem maiores distancias
(aproximadamente 400 um) (Figura 9D), o que indica uma menor retencéo pelo

figado, permitindo seu transito através do figado e sua propagacao para 0rgaos
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remotos. J& na fase resolutiva e nos tempos tardios, o deslocamento bacteriano
€ similar ao dos animais controle (Figura 9D), indicando que as bactérias ficando

retidas no 6rgéo.

Em conjunto, os nossos dados mostraram, até agora, que a remoc¢ao de
patégenos da circulacéo pelo figado esta prejudicada durante os estagios iniciais
da LHA e que, mesmo com o retorno da capacidade hepatica de filtro na fase
resolutiva, o controle do crescimento bacteriano do 6rgéo so retorna 15 dias apés

inducéo da lesao.
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800um; n = 5 animais por grupo. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estdo
apresentados como a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle

usando one-way Anova seguido do pds-teste de Tukey. (* = p < 0.05).
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4.8. As células de Kupffer sdo essenciais para o figado exercer sua

funcdo imunoldgica primaria

Uma vez observado que durante a LHA os animais apresentam uma
reducdo da populacdo de células de Kupffer, ao mesmo tempo em que ocorre
uma reducdo da capacidade do figado de filtrar o sangue, decidimos avaliar

diretamente a remocao de patdégenos da circulacéo pelas KCs.

Para confirmar a funcéo das células de Kupffer em reter as bactérias no
figado, realizamos a deplecdo das células de Kupffer utilizando lipossomos
contendo clodronato (CLL) (Figura 10A). Primeiro, por MIV, obtivemos imagens
dos animais controles e tratados e quantificamos as KCs, utilizando os
parametros morfoldgicos ja estabelecidos. Encontramos uma deplecdo dose-
dependente, com deplecao parcial quando sao aplicados 50pul e 125ul da solucéo
de CLL a 5mg/ml e uma deplecao total apds administracdo de 200ul (Figura 10B
e C), que vai de acordo com o descrito pela literatura (David et al., 2016; Van
Rooijen and Sanders, 1996). Esses resultados foram também confirmados por
citometria de fluxo (Figura 10D). Uma vez alcancada a deplecdo, em seguida,
desafiamos os animais com E. coli, visando avaliar a capacidade do figado de
reter esses microrganismos na presenca e auséncia das células de Kupffer
(Figura 10A). Como resultado, observamos que uma reducao de 60% das KCs
— obtida através da administracdo de 125uL CLL —promove um aumento da
evasdo de bactérias do figado, sendo esse aumento mais pronunciado na

auséncia completa de células de Kupffer (Figura 10E).

Dessa forma, confirmamos que as KCs sao as responsaveis pela remocao
de patdgenos da circulacdo e consequente retencéo no figado e consequente e
que uma reducdo parcial da populacao — o que também é observado em nosso
modelo de FHA — causa um prejuizo na capacidade hepatica em atuar como

filtro.
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Figura 10. As células de Kupffer sdo essenciais para aremocdao de bactérias do sangue. (A) Esquema
resumido da deplecdo de células de Kupffer utilizando a administragdo intravenosa de Lipossomos
Clodronato (CLL; 50mg/ml) em diferentes volumes e ensaios subsequentes 48 horas ap0s tratamento. (B)
Imagens representativas de MIV onde 0s animais receberam por via intravenosa anti-F4/80, para marcar
as células de Kupffer (vermelho), 20 minutos antes da cirurgia; escala = 100um. Quantificagdo das células
de Kupffer por area de imagem (mm?2); n = 5 animais por grupo e 10 imagens por animal. (D) Porcentagem
(%) de células F4/80* nas células hepéticas ndo parenquimais; n = 3 animais por grupo. (E) Quantificagédo
do numero de bactérias presentes no sangue dos animais ap6s o desafio intravenoso com 5x10°
bactérias/20g (Painel esquerdo) e determinagdo perda da capacidade de remogédo das bactérias do sangue
pelo figado (Painel direito, aumento em relagdo ao controle = ----- 1) 5 minutos apds desafio; n = 3 animais
por grupo. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estdo apresentados como a média +
SEM. *indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle usando one-way Anova seguido

do poés-teste de Tukey. (* = p < 0.05).
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4.9. A fagocitose de bactérias pelas células de Kupffer é prejudicada
durante a LHA

Seguindo a linha de raciocinio, nosso proximo passo foi, entdo, avaliar a
capacidade das células de Kupffer em fagocitar bactérias circulantes durante a
cinética do nosso modelo experimental de LHA induzida por sobredose de
acetaminofeno, que, como ja mencionado, apresenta uma reducao na populacao
de KCs. Novamente, utilizamos os parametros morfolégicos estabelecidos para
definicdo das KCs (Figura 3), o que possibilitou avaliar a capacidade fagocitica
de forma individualizada, célula a célula, em um sistema in vivo e em tempo real.
Para isso, utilizamos novamente a marcacao intravenosa para KCs e desafiamos
0s animais nos diferentes tempos pos-APAP com um inéculo de E. coli-GFP e
avaliamos em tempo real, por MIV, sua captura pelas células de Kupffer durante
5 minutos (Figura 11A).

Inicialmente, o processo de fagocitose foi capturado a cada 10 segundos
por 5 minutos, em seguida um filme do processo foi gerado para cada animal.
Nos videos gerados, observamos que, nos animais controle, as KCs
rapidamente capturam as bactérias que chegam ao 6rgéo, uma vez capturadas,
permanecem retidas pelas KCs até o final do tempo experimental. Por outro lado,
nos tempos de 12 e 24 horas pos-APAP, percebemos que, além de uma menor
guantidade de KCs, existem uma menor porcentagem de KCs que sdo capazes
de imobilizar as bactérias. Seguindo a cinética da LHA (72 horas e 7 e 15 dias),
a captura de E. coli pelas KCs assemelha-se a encontrada nos animais controle
(Video Suplementar 1). Com intuito de melhor avaliar as diferencas visualizadas,
os videos, entdo, foram quantificados, utilizando diferentes analises. Primeiro,
determinamos a porcentagem de células de Kupffer que capturaram bactérias,
encontramos uma reducao ja ao final do primeiro minuto e que se mantém
durante os 5 minutos apds o indculo bacteriano nos grupos de 12 e 24 p6s-APAP
em comparacdo com os demais grupos (Figura 11B). Quando analisamos o
tempo final do video, passado os 5 minutos, cerca de 50% das KCs capturam E.
coli nos animais controle (Figura 11C).

Em uma segunda analise, observamos uma menor média de E. coli
capturada por KCs consideradas funcionais durante os 5 minutos (Figura 11D) e

ao final do monitoramento (Figura 11E). Mais uma vez, nos tempos tardios da
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lesdo, os numeros retornam a normalidade. Todos esses dados estédo
representados pelas imagens de cada grupo ao final da aquisicdo do video
(Figura 11F). Por fim, decidimos avaliar a internalizacdo das bactérias pelas
células de Kupffer, realizamos uma reconstrucdo em trés dimensdées (3D) a partir
de imagens adquiridas em série Z, na qual também fica evidente, que nos
tempos de 12 e 24 horas pos-APAP, uma menor quantidade de KCs
colocalizadas com bactérias e um menor numero de bactérias internalizadas por

KC funcional (Video Suplementar 2, e ultima coluna da Figura 11F).

Concluimos, assim, que nos tempos iniciais da LHA, a populacdo de
células de Kupffer apresenta tanto uma reducdo do niamero de células quanto na
proporcao de células funcionais, em adicdo a reducéo na capacidade de capturar
bactérias pelas células remanescentes, o que pode explicar a susceptibilidade a
infec¢des do nosso modelo.
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Figura 11. A capacidade fagocitica das células de Kupffer esta prejudicada na fase aguda da
overdose por APAP. (A) Esquema do desenho experimental utilizado para avaliar a capacidade fagocitica,
em tempo real, das células de Kupffer durante a cinética da lesdo hepatica aguda. Porcentagem (%) de
células de Kupffer fagocitando bactérias circulantes a cada 10 segundos por 5 minutos apos desafio
intravenoso com 5x107 bactérias/20g (B) e ao final dos 5 minutos (C); n 2 6 animais por grupo. Quantificacdo
de bactérias fagocitadas pelas células de Kupffer funcionais a cada 10 segundos por 5 minutos ap6s desafio
intravenoso com 5x107 bactérias/20g (D) e ao final dos 5 minutos (E); n = 6 animais por grupo. (F) Imagens
representativas e da reconstrucdo 3D (Ultima coluna) realizadas ao final do minuto 5 para cada grupo;
Células de Kupffer (vermelho); E. coli GFP (verde); Sobreposicdo (amarelo); escala = 50um. Dados
representativos de 3 experimentos. Os resultados estdo apresentados como a média + SEM. * indica
diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle usando one-way Anova seguido do pds-teste
de Tukey. (* = p < 0.05).
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4.10. O perfil transcricional dos mondcitos presentes nas areas de
necrose indica uma incapacidade de responder a patdégenos

circulantes

Até agora, mostramos que durante a LHA, ocorre uma reducdo
populacional das células de Kupffer, gerando uma abertura de nicho, ocupado
tanto por mondcitos circulantes quanto pelas KCs remanescentes em
multiplicacdo. No mesmo periodo, encontramos uma janela de susceptibilidade
a infecgbes nesses animais, 0 que nos levou a investigar o perfil transcricional
dos mondcitos recrutados ao longo da LHA, buscando possiveis diferencas que

possam explicar o fenétipo observado.

Para esse fim, reanalisamos os dados de expresséo génica obtidos pela
técnica de microarranjo no trabalho de Zigmond et al. depositados de forma
publica no banco de dados do NCBI. Os dados de expressédo existentes sdo para
as células de Kupffer em estado estacionario (KC Controle), mondcitos proé-
inflamatorios (Ly6CM Mon) 24 horas apés inducao da les&o por APAP, mondcitos
pro-resolutivos (Ly6C'® Mon) e células de Kupffer (KC 72h) 72 horas apds
inducéo da lesdo (Zigmond et al., 2014). Inicialmente avaliamos a variancia do
componente principal entre essas 4 populacbes, e observamos que 0s
monaocitos pro-inflamatorios tem um perfil transcricional mais distante das
demais. Ao passo que 0s mondcitos pré-resolutivos encontram-se com um perfil
intermediario entre os mondcitos inflamatérios e os dois grupos de células de
Kupffer. Por dltimo, notamos um perfil de expressdo bem simular entre as KC
Controle e KC 72h, com minima variancia entre elas (Figura 12). Esses dados
confirmam a transi¢é@o no perfil dos mondcitos durante a cinética da LHA, sendo
gue os mondcitos pré-resolutivos se assemelham mais ao perfil das KCs.
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Figura 12. O perfil transcricional dos mondcitos recrutados é tempo-dependente e diferente do perfil

das células de Kupffer. Andlise de variancia do componente principal no padrao global de expressdo das
amostras. Através do perfil de expressdo é possivel separar as diferentes populagBes de fagodcitos
mononucleares presentes na cinética da lesdo hepatica aguda. KC Controle = células de Kupffer em
homeostase; Ly6C"" Mono = mondcitos pré-inflamatérios (Ly6CM"CD11b*CX3CR1-CCR2*); Ly6C'® Mono =
mondcitos pré-resolutivos (Ly6C'°CD11b*CX3CR1*CCR27°); KC 72h = células de Kupffer 72 horas pods-
APAP.
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Em seguida, na tentativa de explicar a maior susceptibilidade a infeccdes,
investigamos as diferencas transcricionais entre essas populacdes em vias de
sinalizacao relacionadas a fagocitose e eliminacdo de patdgenos. O modo de
comparacao seguiu a cinética das populacdes na lesdo hepética. Dessa forma,
inicialmente comparamos o grupo Ly6C" Mon com as KC controle e observamos
gue as seguintes vias estavam diferencialmente expressas: 1) complemento e
cascata de coagulacdo (Figura 13A); Il) fagocitose mediada por receptores do
tipo Fcy (Figura 13B); e 1ll) lisossomo (Figura 13C). Explorando individualmente
cada uma dessas vias notamos que, a fagocitose de patdgenos tanto pela via
alternativa do complemento quanto pela via classica e pela via dependente de
CRIg, esta suprimida nos mondcitos Ly6CM quando comparada com as KC
controle (Figura 13A). Outra via de fagocitose que estd suprimida € a via
dependente dos receptores do tipo Fcy (Figura 13B), que é uma via importante
para a fagocitose de bactérias opsonizadas por anticorpos IgG. Além do
aparente prejuizo na fagocitose de bactérias, os mondcitos pré-inflamatorios
apresentem uma menor expressdo no RNA mensageiro de moléculas
importantes para a formacédo adequada do lisossomo, como por exemplo a
LAMP, e de hidrolases acidas lisossomais, que s&o responsaveis pela
eliminacdo os microrganismos fagocitados ap6s juncdo do lisossomo ao

fagossomo.
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Figura 13. Os mondcitos pro-inflamatorios apresentam uma expressdo reduzida de vias que
participam da fagocitose e eliminacdo patégenos comparados as células de Kupffer. As vias
diferencialmente expressas entre o grupo Ly6C" Mon em comparagdo com o grupo KC Controle foram
enriquecidas no Kegg Pathways: (A) complemento e cascata de coagulacéo; (B) fagocitose mediada pelos
receptores do tipo Fcy; e (C) lisossomo. Valores de expressdo definidos por gradiente de cor: vermelho

indica maior expressao; verde indica menor expressao (p.adj < 0.05).

Na sequéncia, comparamos os mondcitos pro-resolutivos (Ly6C'® Mon, da
fase resolutiva) com os mondcitos pré-inflamatdrios (Ly6C" Mon, da fase aguda),
sendo que as vias diferencialmente expressas relacionadas ao combate a
infeccbes foram a do lisossomo (Figura 14A) e do fagossomo (Figura 14B).
Essas vias sdo congruentes, e essenciais para uma eliminacdo adequada dos
patégenos fagocitados apos a fusdo do fagossomo ao lisossomo. Dentro da via
do lisossomo, observamos que o grupo Ly6C'° Mon retoma a expressado das
hidrolases &cidas lisossomais e de moléculas chaves para formacao do
lisossomo (Figura 14A). Ao analisarmos a via do fagossomo, notamos, nas
células pro-resolutivas, um aumento de expressao dos receptores do tipo Fcy e
também de moléculas que atuam no processamento e apresentacdo de

antigenos.
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participam da eliminacdo patégenos intracelulares em relagdo aos mondcitos pré-inflamatérios. As

vias diferencialmente expressas entre o grupo Ly6C'® Mon em comparagdo com o grupo Ly6C" Mon foram

enriquecidas no Kegg Pathways: (A) lisossomo; (B) fagossomo. Valores de expressdo definidos por

gradiente de cor: vermelho indica maior expresséo; verde indica menor expressao (p.adj < 0.05).
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Por Ultimo, realizamos a comparacdo do grupo Ly6C'* Mon com o grupo
KC 72h, ambos presentes na fase resolutiva da LHA. A Unica via de interesse
diferencialmente expressa é a via do complemento e cascata de coagulacdo
(Figura 14A), sendo que, as células do grupo KC 72h apresentaram um aumento
na expressao de genes relacionados a fagocitose de patégenos presentes nas
via classica e alternativa do complemento, além da via dependente de CRIg
(Figura 15). Esses dados indicam uma possivel capacidade fagocitica maior no
grupo de células KC 72h em relagdo ao grupo Ly6C'® Mon. Mon. Além disso, a
andlise cinética de LHA mostra que ela € marcada pela possivel incapacidade
das células recrutadas em executar o combate a infeccdes e, assim substituir

funcionalmente as KCs perdidas na fase aguda.
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Figura 15. Os mondbcitos pro-resolutivos apresentam uma reduzida na expressdo da via de
complemento e cascata de coagulagcdo em comparacdo com as células Kupffer. A via diferencialmente
expressa entre o grupo KC 72h em comparagdo com o grupo Ly6C' Mon foi enriquecida no Kegg Pathways:
complemento e cascata de coagulacdo. Valores de expressdo definidos por gradiente de cor: vermelho

indica maior expressao; verde indica menor expressao (p.adj < 0.05).
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4.11. A deficiéncia na captura de bactérias ndo ocorre por falta de
opsonizacdo das bactérias circulantes por anticorpo ou moléculas

do sistema do complemento

O processo de fagocitose de bactérias e outros microrganismos
unicelulares presentes na circulacao € em parte dependente da opsonizagao por
anticorpos ou por componentes do sistema do complemento (Kaufmann and
Dorhoi, 2016; Vandendriessche et al., 2021). sendo o figado o principal
responsavel por produzir tais componentes (Thorgersen et al., 2019). Durante
processos inflamatorios hepéticos, a producdo dessas moléculas fica
prejudicada (Thorgersen et al., 2019) e durante a LHA induzida por sobredose
de APAP, a quantidade de anticorpos (IgG e IgM) circulantes se encontra
reduzida (dados ainda ndo publicados). Como nossa ultima andlise revelou que
a expressao tanto de genes de fagocitose relacionados a via do complemento
guanto de genes relacionados a via dependente de anticorpo esta alterada nos
principais fagocitos presentes na cinética da LHA, nos questionamos se a
deficiéncia na capacidade de captura de bactérias estaria relacionada a uma
auséncia de opsonizacao das bactérias circulantes.

Para responder a essa questdo, realizamos a opsonizacdo prévia das
bactérias in vitro com soro de animais do grupo controle e do grupo 24 horas
p6s-APAP. A opsonizacdo também foi realizada com soro inativado por calor,
gue remove a atividade do sistema do complemento, possibilitando a avaliacao
individual da atuacdo do complemento e dos anticorpos circulantes em um
possivel fendtipo. Entdo, realizamos o0 ensaio de remocdo bacteriana da
circulacdo para avaliar se ha uma melhora na capacidade de filtragem do sangue
pelo figado quando as bactérias ja se encontram opsonizadas. Como mostrado
anteriormente, o grupo 24 horas pés-APAP apresentou um aumento de bactérias
no sangue em relagéo ao grupo controle. Entretanto, o processo de opsonizacao
das bactérias com os diferentes soros (soro fresco de animais controle e animais
no pico da LHA ou soro inativado) ndo resultou em nenhuma melhora na
capacidade do figado lesionado em remover as bactérias da circulacdo (Figura
16), indicando que o prejuizo na fagocitose ndo ocorre por falta de opsonizacéo

das bactérias circulantes.
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Figura 16. A deficiéncia na capacidade hepatica de remover bactérias circulantes ndo ocorre devido
a problemas na opsonizag¢do. Quantificagdo do nimero de bactérias presentes no sangue dos animais
(painel esquerdo) apds o desafio intravenoso com E. coli GFP, 5x10° bactérias/20g, e determinacdo da
capacidade de remogdo das bactérias do sangue pelo figado (painel direito, porcentagem em relagéo ao
grupo Controle) 5 minutos ap6s desafio; n =5 animais por grupo. Dados representativos de 2 experimentos.
Os resultados estdo apresentados como a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado

e o grupo controle usando one-way Anova seguido do pos-teste de Tukey (* = p < 0.05).
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4.12. A terapia celular com macrofagos derivados de medula éssea
melhora o quadro histopatoldgico e a capacidade hepatica de filtrar

0 sangue

Tendo em vista que o nicho hepético aberto pela morte das células de
Kupffer é ocupado por células que apresentam reduc¢éo na capacidade fagocitica
nas fases iniciais da LHA, o que cria um periodo de susceptibilidade para
infeccdes sistémicas, decidimos, entao, realizar terapia celular com o objetivo de
repor o nicho com células maduras. Para isso, realizamos o tratamento dos
animais submetidos a lesdo por APAP com macrofagos derivados de medula
O0ssea em estado estacionario (MDMO ¢) e alternativamente ativados (MDMO
A.A). Primeiro, checamos se, de fato, o processo de ativacao foi eficiente. As
células tratadas com IL-4 tém um aumento na expressao do RNA mensageiro de
chil3, rentla, e argl - que sdao marcadores da ativacdo alternativa — em
comparacdo as células MDMO ¢ (Figura 17A). Com a ativacdo celular
confirmada, os animais receberam as células 16 horas pos-APAP (em um tempo
em que a lesdo ja esta estabelecida) e, 8 horas ap0s o tratamento (completadas
24 horas apds inducdo da lesdo), os ensaios foram realizados. Primeiro,
avaliamos se essas células realmente estdo localizadas no figado, para isso,
utiizamos células derivadas de animais LysM*c¢Rosa26*/tdTomato (| ysM-
tdTomato) e, por citometria de fluxo, buscamos detectar sua presenca no 6rgao
(Figura 17C). Observamos que tanto os MDMO ¢ quanto os MDMO A.A séo
encontrados no figado (Figura 17D). Em seguida, por meio do ensaio de ALT,
avaliamos se o tratamento alterou a lesdo hepatica. Como nao foi observada
nenhuma alteracdo nos niveis séricos dessa enzima nos grupos que receberam
a terapia celular (Figura 17E), concluimos, a principio, que ndo ha alteracdo no

estabelecimento da injuria hepatica.



81

A *

§8- §.4()00 . — 187 *
8 * 3 §15- s
@ 6 ° P ] .
3§ 23 3 § 12

x > > x >

E £ 4 ';E Ec E g 91

® o Ls'o E’° [T
= o

¢ % g2 52 6 .
£ £ E 3

R E e oo e e reansaanne 5 5 T

© eooe 8 T A

=0 < 4

T T
s Y
MDMO 4 MDMO A.A MDMO 4 MDMO A.A

94048

& _Dentro de CD45'Vivas Dentro de CD45*Vivas
8 CD11b* <<t' -] CD11b*
% v dTomato*
1 1 é o g wd 3
-15h gd 16h 24h 5w PR
Jejum  Inducédo LHA L g '
APAP 600mg/kg £, 8.
o
1x108 células LysM-tdTomato _T O:e CD11b* o 3 CD11bt
MDMO ¢ 8. tdTomato'| 93 .04 tdTomato-
MDMO A.A (IL-4 20ng/ml) 2 . é ——— Lk
tdTomato tdTomato
D E
4+ < 2.5- 2000+
+ v‘o_ 2 5 *
-} = Z 1750+
«© 2.04 g * *
34 * ° 1500+ _
5 g S 2 s B
= £ 15 I ° g 12501 . T .
2, o . 8 ot ee, = 10004 —P I
2 = s 2 104 3 7501 o ”
) °Ts5, '%;‘_ = < °
o 14 » 3 5004
° 2 0.5
® © . 250+
o.-*#ﬁ_._,_ g 0.0-1—200fae__Souu; r . 0l—ape T r r
S = o" W S & o v S ° \a
3 & ° s S s S °
9 N S ® R S (¢ R S
¥ N 'l«se N '»"p N
¥ o .
 — IS ]
tempo apés APAP (600mg/kg) tempo ap6s APAP (600mg/kg) tempo apés APAP (600mg/kg)

Figura 17. Macréfagos derivados de medula éssea utilizados como terapia celular alcangam o figado.
(A) Expressdo de mRNA nos MDMO para os genes marcadores da ativacao alternativa de macrofagos chil3
(YM1), retnla (FI1ZZ1), argl (Arginase 1), medidos por PCR em tempo real e expresso pelo aumento em
relagdo a actb (B-actina); n = 5 animais por grupo. (B) Esquema resumindo o protocolo para terapia celular
com 1x10%® MDMO néo ativados (¢) e alternativamente ativados (A.A) nos animais durante a cinética da
LHA no tempo de 16 horas. As células foram derivadas de animais fémeas de 4-6 semanas de idade do
gendtipo LysM*c®Rosa26*dTomato (C) Estratégia de gate utilizada para detectar os MDMO
(CD11b*tdTomato*) dentro das células CD45" vivas no figado dos animais 8 horas apos tratamento - 24
horas ap6s APAP. (D) Porcentagem (%) e nimero absoluto (#) de células LysM*¢®Rosa26*dTomatoCD11p*
no figado dos animais 24 horas apos overdose por acetaminofeno; n = 5 animais por grupo. (E) Avaliagao
da lesdo hepatica pela dosagem dos niveis de aspartato aminotransferase (ALT) no soro dos animais; n =
4 animais por grupo. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estéo apresentados como a
média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle usando one-way Anova
seguido do pos-teste de Tukey (* = p < 0.05).
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Também por meio da citometria de fluxo, caracterizamos as populacdes
de células mieldides na LHA apos o tratamento com os MDMO. Encontramos
gue o tratamento nao alterou a porcentagem (Figuras 18A) e o numero (Figuras
18B) das KCs, 24 horas apo0s a inducao da lesédo, dessa forma, ndo interferindo
com a morte das células de Kupffer e a abertura do nicho. Investigamos, entéo,
outras duas populacfes que se encontram elevadas na fase aguda e contribuem
para o desenvolvimento da lesdo, os neutréfilos e mondcitos pro-inflamatorios
(Ly6C"CD11b*). Novamente, o tratamento com MDMO n&o alterou a
porcentagem (Figura 18A) ou o numero (Figura 18B) dessas células no figado.
Todavia, observamos um aumento na porcentagem (Figura 18A) e no numero
(Figura 18B) de mondcitos pré-resolutivos (Ly6C'°CD11b*) nos animais tratados
com MDMO ¢ e MDMO A.A em relagcdo ao grupo 24 horas nédo-tratado, sendo
que esse aumento restaurou os niveis dessas células a um patamar similar ao
dos animais controles (Figura 18). Concluimos, assim, que a terapia celular pode

favorecer o processo de resolucéo da leséo hepatica aguda.
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Figura 18. A terapia celular com MDMO recupera os niveis dos mondcitos pré-resolutivos no figado.
(A) Porcentagem (%) das diferentes populagbes mieldides analisadas dentro das células
CD45*CD11b*tdTomato" vivas durante a fase aguda da injlria hepatica induzida pela overdose de
acetaminofeno.; n = 5 animais por grupo. (B) Numero absoluto (#) das subpopulagdes de células mieloides
vivas ajustado para o numero total de células hepéticas ndo parenquimais durante a fase aguda da LHA; n
> 5 animais por grupo. Dados representativos de 2 experimentos. Os resultados estdo apresentados como
a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle; & indica diferenca
estatistica entre o grupo indicado e o grupo 24h ap6s APAP usando one-way Anova seguido do pOs-teste
de Tukey. (* e & = p < 0.05).

Considerando o aumento dos mondcitos pro-resolutivos na fase aguda
apos o tratamento com macrofagos derivados de medula, tanto sem ativacao
guanto alternativamente ativados, decidimos avaliar se a terapia celular melhora
0s aspectos histopatolégicos do figado durante a LHA. Macroscopicamente,
observamos que o figado dos animais tratados com MDMO ¢ e MDMO A.A
apresenta uma condicdo mais similar ao figado dos animais controle (Figura
19A). (Figura 19A). Microscopicamente, observamos menores areas de necrose
ao redor das veias centro-lobulares, que ndo se conectam com as demais areas,
como acontece no grupo 24 horas pos-APAP sem tratamento, 0 que evidencia
um dano tecidual mais limitado nos animais que receberam a terapia celular
(Figura 19B). O escore histopatoldgico reduzido dos grupos tratados confirma
uma maior integridade do parénquima em comparagdo com O grupo sem
tratamento, porém, se encontra aumentado comparado ao grupo controle,

indicando que a lesédo ainda esta presente (Figura 19C).
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Uma vez que utilizamos macréfagos derivados de animais LysM-
tdTomato, fomos capazes de determinar precisamente o posicionamento dessas
células no figado durante a LHA. Para isso, 0s animais tratados com MDMO ¢ e
MDMO A.A foram submetidos a MIV, com marcacgdo para células de Kupffer (em
roxo) e areas de necrose (DNA extracelular em verde). Em ambos 0s grupos, as
células ndo ativadas e alternativamente ativadas (em vermelho) encontram-se
especificamente posicionadas nas areas de necrose (Figura 19D), que

correspondem as regiées em que o nicho das células de Kupffer esta aberto.
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Figura 19. Os MDMO promovem a regeneracao hepética e ocupam o nicho disponibilizado pela
morte das células de Kupffer durante a LHA. (A) Imagens macroscopicas representativas do figado dos
animais tratados e ndo tratados com a terapia celular. (B) Imagens representativas de histologias hepaticas
da cinética da LHA coradas por Hematoxilina e Eosina (H&E); escala = 500um. (C) Escore histopatolégico
das histologias H&E da cinética da LHA; n = 3 animais por grupo e 5 imagens por animal. (D) Imagens
representativas de MIV dos animais tratados com MDMO ¢ e MDMO A.A mostrando a area de necrose
(DNA, verde), células de Kupffer (roxo), células LysM-tdTomato e a sobreposi¢do; escala = 20um. Dados
representativos de 2 experimentos (exceto a figura D, somente 1 experimento foi realizado). Os resultados
estdo apresentados como a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo
controle; & indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo 24h apds APAP usando one-way
Anova seguido do pos-teste de Tukey. (* e & = p < 0.05).
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Por fim, apdés explorarmos que a terapia celular com macréfagos
derivados de medula éssea ocupa o nicho aberto durante a LHA e possivelmente
acelera o processo resolutivo, decidimos avaliar se a terapia celular empregada
€ capaz de retomar a capacidade do figado em controlar a circulagdo de
patébgenos. Assim, os animais tratados com MDMO ¢ e MDMO A.A, além dos
grupos controle e 24 horas foram submetidos ao ensaio de avaliacao de remocao
bacteriana da circulacdo pelo figado. Observamos que, ainda que 0s grupos
tratados com as MDMO ¢ e MDMO A.A apresentem um ndamero maior de
bactérias no sangue em comparacdo ao grupo controle, esse numero se
encontra reduzido se comparado ao grupo 24 horas pés-APAP ndo-tratado
(Figura 20, painel esquerdo). A terapia celular com os macrofagos diferenciados
promoveu um aumento de cerca de 60% na capacidade hepética de remover
bactérias circulantes durante a LHA induzida pela sobredose de APAP.

Em conjunto, esses dados nos fornecem evidéncias de que a terapia
celular com macrofagos derivados de medula éssea promove a ocupacdo do
nicho disponibilizado pela morte das KCs na LHA, causando um aumento dos
mondcitos pro-resolutivos, o que resulta em uma reducdo expressiva das areas
de necrose e uma melhora na capacidade do figado em controlar a circulacéo

de bactérias.
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Figura 20. Terapia celular com MDMO melhora a capacidade do figado em remover bactérias da

circulagéo. (A) Quantificacdo do numero de bactérias presentes no sangue dos animais apos o desafio

intravenoso com 5x10° bactérias/20g (Painel esquerdo) e determinagdo melhora da capacidade figado em

remover as bactérias do sangue (Painel direito, porcentagem em relagédo ao 24h) 5 minutos apds desafio;

n = 5 animais por grupo. Dados representativos de 2 experimentos. O resultados sdo apresentados como

a média + SEM. * indica diferenca estatistica entre o grupo indicado e o grupo controle; & indica diferenca

estatistica entre o grupo indicado e o grupo 24h apds APAP usando one-way Anova seguido do pds-teste
de Tukey. (* e & = p < 0.05).
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5. Discussao

A sobredose de APAP induz um complexo processo inflamatério agudo
(Jaeschke and Ramachandran, 2020a). No presente trabalho demonstramos
que durante essa inflamacéo hepética aguda, ha uma perda na populacao das
células de Kupffer nas areas de necrose, 0 que resulta na abertura de um nicho
hepatico, seguido do recrutamento de neutréfilos e mondcitos ao tecido. Os
monaocitos, que contribuem tanto para o desenvolvimento da lesdo quanto para
resolucdo (Dal-Secco et al., 2015; Graubardt et al, 2017), estéo
estrategicamente posicionados nas areas de necrose, dessa forma, ocupam o
espaco fisico deixado pela morte das células de Kupffer, juntamente com as KCs
remanescentes que se proliferam na fase resolutiva. Em adicéo a alteracdo no
nicho hepatico, a remocdo de patdégenos da circulacdo pelo figado esta
prejudicada, devido a incapacidade desses fagocitos em realizarem a fagocitose
e eliminacdo de bactérias presentes na circulacdo. Portanto, apesar do
recrutamento celular para o local o nicho ainda encontrasse aberto visto que a
disfuncionalidade dele persiste durante essa fase. Essa disfungéo resulta em
uma janela de susceptibilidade a infeccdes, explicando assim o porqué os
pacientes com FHA causada por sobredose de APAP desenvolvem com
frequéncia quadros infecciosos (Karvellas et al., 2009; Rolando et al., 1996;
Stravitz and Lee, 2019). Dessa forma, mostramos no presente trabalho a da
importancia do pleno funcionamento do nicho das KCs para o controle de
bactérias circulantes e, com isso em mente, realizamos a terapia celular com
macrofagos derivados de medula 6ssea, para ocupar o nicho e, observamos que
a terapia foi capaz de reduzir a necrose hepatica e melhorar a capacidade do

figado em remover patdgenos circulantes.

Inicialmente, em nosso trabalho, mostramos que a sobredose de APAP
promove um extenso dano no parénquima hepatico, que ocorre devido ao
estresse oxidativo gerado nos hepatdcitos promovendo a morte necrética dessas
células, e por fim, a formacéo de extensas areas de necrose (Jaeschke and
Ramachandran, 2020b; Marques et al., 2012). Esse processo, também resulta
na presenca de histonas e o0 HMGB-1 no meio extracelular, moléculas essas
responsaveis por promoverem a morte das células endoteliais (Yang et al.,

2017), causando assim, perda dos capilares sinusoéides. Tais moléculas ao
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serem encontradas no meio extracelular sdo denominadas de padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs), e o DNA, o HMGB-1 e as histonas,
sdo responsaveis pela amplificacdo a inflamacéo hepatica. O DNA no meio
extracelular € reconhecido pelas seus sensores nas demais, que incluem o0s
receptores do tipo toll 9 (TLR-9) e os receptores do tipo NOD 2 (NLRP3), dessa
forma, iniciando uma cascata de sinalizacéo para a producéo de citocinas pro-
inflamatorias (Araujo et al., 2018; Marques et al., 2015b; Marques et al., 2021).
Por outro lado, o HMGB-1 é reconhecido por outros receptores, dentre eles o
TLR2 e TLR4. Ao ser reconhecidos pelas células de imune inato gerando uma
cascata para producdo de TNF e IL-6, conhecidamente citocinas pro-
inflamatorias (Yang and Tonnesseen, 2019). O HMGB-1, por sua vez, €&
reconhecido por outros receptores nas células do sistema imune inato, como o
TLR2 e TLR4, gerando uma cascata para producdo de TNF e IL-6,

conhecidamente citocinas pré-inflamatoérias (Yang and Tonnesseen, 2019).

Em processos inflamatérios teciduais como esse, um fator,
frequentemente observado, é o desaparecimento macrofagos residentes. Esse
processo de perda na populacdo de macrofagos residentes, por morte celular,
tem sido discutido como uma forma de suicidio celular com a finalidade de limitar
a resposta inflamatéria e o dano tecidual (Di Paolo et al., 2013; Ginhoux et al.,
2017; Lai et al., 2018). Uma gama de processos inflamatérios hepaticos séo
marcados pela reducdo populacional dessas células, incluindo infeccdes
causadas por virus (Borst et al., 2017), bactérias (Bleriot et al., 2015) ou por
protozoarios (Lai et al., 2018). Além disso, em processos inflamatorios estéreis,
por exemplo na esteatose hepatica, ocorre uma perda significativa de KCs
(Remmerie et al., 2020).

No nosso trabalho, observamos o desaparecimento das células de Kupffer
durante a LHA, o que também ja havia sido descrito por outros trabalhos
(Graubardt et al., 2017; Mossanen et al.,, 2016; Triantafyllou et al., 2018a;
Zigmond et al., 2014), entretanto, os trabalhos n&o investigaram qual programa
de morte celular seria responsavel pela perda populacional. Em adigéo,
descrevemos, pela primeira vez, que a morte das KCs na LHA induzida por
sobredose de APAP ocorre principalmente por apoptose, apesar de um

percentual significativo morrer por necrose e necroptose. Além disso, também
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mostramos que essa perda ocorre especificamente nas areas de necrose, 0 que
nao tinha sido descrito. Quais fatores desencadeiam essa morte celular, por sua
vez, ainda precisa ser elucidado, podendo incluir a presenca massiva de DAMPs
nessas areas, visto que essas moléculas ativam vias de sinalizacdo que
culminam em morte celular (Yang and Tonnesseen, 2019). Assim, entender o
processo de morte dessas células e as consequéncias desse fenbmeno pode
somar ao que ja se tem descrito como papel das KCs durante a LHA. Estudos
prévios, jA demonstraram a importancia das células de Kupffer para controle do
inicio da inflamacé&o, sendo que a auséncia completa dessas células anterior ao
inicio da LHA resulta em um fenétipo mais grave (David et al., 2016; Holt et al.,
2008). Além disso, a perda das KCs acarreta atraso na regeneracao hepatica,
uma vez que elas contribuem para resolucao da leséo, atuando na remocéao de
restos celulares e estimulando a revascularizacdo hepatica por meio da liberagcéo
de VEGF e IL-10 (Krenkel and Tacke, 2017; Triantafyllou et al., 2018a; You et
al., 2013). Dessa forma, o retorno da populacao de células de Kupffer é essencial

para o retorno & homeostase hepatica.

Outro fator comum a processos inflamatérios em que h& perda da
populacao de KCs € o recrutamento de mondcitos para o tecido hepatico (Kubes
and Jenne, 2018), sendo que as populacdes recrutadas apresentam funcoes e
perfis imunolégicos tempo-dependentes (Dal-Secco et al., 2015; Kratofil et al.,
2017). Inicialmente, ha o recrutamento de mondcitos inflamatorios,
caracterizados pelos marcadores Ly6CNCD11b*CCR2*CX3CR1,, que s&o
dominantes nos estagios iniciais da lesdo. Essas células, apesarem de
removerem restos celulares, elas produzem citocinas inflamatérias e
guimiocinas, assim como proteases para degradar o tecido danificado e, dessa
forma, amplificam a lesdo (Mossanen et al., 2016; Yang et al., 2019; Zigmond et
al., 2014).

Apos a fase aguda, seguindo a cinética da lesédo, encontramos no figado
0s mondacitos intermediarios, CCR2*CX3CRL1*, que podem ser originados da
transicdo dos mondcitos inflamatérios para um perfil resolutivo devido ao
ambiente em que se encontram e, dessa forma, podem atuar na resolucao da
lesBes hepéticas estéreis (Dal-Secco et al., 2015; Kratofil et al., 2017). Ainda na

fase resolutiva, notamos a predominancia dos mondcitos pro-resolutivos



91

(Ly6Cl°CD11b*CCR2'CX3CR1"), subtipo esse, que pode se originar da
diferenciacdo dos subtipos anteriores (Graubardt et al., 2017; Zigmond et al.,
2014). No ambiente hepatico, eles sédo responsaveis pela producdo de
mediadores anti-inflamatoérios, como IL-10, TGF-B e VEGF, que alteram a
reposta inflamatéria ativa para um quadro de resolucdo, reestabelecendo a

homeostase (Mossanen et al., 2016; Yang et al., 2019; Zigmond et al., 2014).

Todavia, processo de recrutamento de diferentes subtipos de mondcitos
ja havia sido descrito para LHA induzida por sobredose de APAP (Mossanen et
al., 2016; Triantafyllou et al., 2018a; Zigmond et al., 2014), entretanto, N0SSO
trabalhou mostrou a posicéo estratégica dessas células nas regifes de necrose,
exatamente nas areas em que as KCs ndo estdo presentes, 0 que promove a
abertura de um importante nicho. Uma vez que o posicionamento das células
imunes é essencial para execucdo de suas fungdes (Griffith et al., 2014; Luster,
2019; Rua and McGavern, 2015), o posicionamento dos mondcitos pode ser

crucial para que eles desempenhem suas funcfes durante a LHA.

Na ultima década o conceito de nicho de macréfagos e sua dindmica tém
sido amplamente investigados. A abertura do nicho das KCs gera a necessidade
de um repovoamento correto para que as novas células desempenhem as
mesmas funcdes das células anteriores (Guilliams and Scott, 2017; Guilliams et
al., 2020). Em homeostase, a populacdo de KCs se mantém por autorrenovagao
(Gomez Perdiguero et al., 2015). Por outro lado, em processos inflamatdérios, a
origem dessas células vai depender da extenséo da lesao, do tipo de inflamacéo
e do agente causador da lesédo (Guilliams and Scott, 2017). Para a LHA e FHA,
ainda nao se tem definido se as novas células se originam da diferenciacdo dos
mondcitos em KCs ou da replicacdo das células remanescentes. N0Ss0s
resultados indicam que o nicho disponivel é transitoriamente ocupado pelos
monaocitos que sdo recrutados ao tecido, porém nao elucidamos se esses
monocitos sdo capazes de se diferenciar em macrofagos, dessa forma,
contribuindo para a reposi¢ao definitiva do nicho. Apesar disso, considerando o
posicionamento estratégico dos mondcitos nas regides em que ha perda da
populacdo de KCs e sua capacidade de se diferenciar em macréfagos residentes
em outros modelos de inflamacéo hepética (Bleriot et al., 2015; David et al.,

2016; Remmerie et al., 2020; Scott et al., 2016), € possivel que os mondcitos, de
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fato, contribuam para a reposi¢do do nicho aberto durante a LHA. Contudo, ja
havia sido mostrado, por citometria de fluxo, que na fase resolutiva as células de
Kupffer remanescentes sdo capazes de replicar (Zigmond et al., 2014), em
adicdo, nosso trabalho mostrou que essas células em replicacdo formam
aglomerados de células proximos as areas sem KCs, indicando que elas também
contribuem para esse processo. Dessa forma, possivelmente, os dois tipos
celulares estdo envolvidos na reposicdo do nicho apds a resolucdo da

inflamacé&o.

Como dito anteriormente, mais estudos sdo necessarios para definir se
ha, de fato, uma contribuicdo dupla para reposicdo populacional do nicho
hepatico apés a perda de KCs. Recentemente foi desenvolvida uma linhagem de
camundongo que possibilita acompanhar os mondcitos desde a saida da medula
Ossea até a chegada e posterior diferenciacdo no tecido para macréfagos
residentes. O mapeamento de destino utilizando camundongos transgénicos
para a proteina Ms4a3, em que células que expressam o gene para proteina vao
apresentar fluorescéncia, permite identificar os mondcitos e as células derivadas
deles em diversos tecidos (Liu et al., 2019). No nosso trabalho, para responder
a guestdo em aberto, a respeito da origem das novas KCs, seria interessante
utilizar esse animal. Ap6s a resolucdo da lesdo, os macréfagos residentes
poderiam ser visualizados através da deteccao de fluorescéncia, o que indicaria
que as novas células derivam dos mondcitos recrutados para o tecido e
elucidaria a contribuicdo dela reposicédo do nicho hepatico apds a LHA induzida
por sobredose de APAP.

Independente da leséo e origem, as novas células que ocupam o nicho
vazio adquirem a funcionalidade de células de Kupffer maduras — podendo
também adquirir sua identidade (Bleriot et al., 2020; Bonnardel et al., 2019; Sakai
et al.,, 2019). O retorno a homeostase hepatica s6 ocorre quando ha o
repovoamento adequado do nicho gerado, com as células novamente funcionais.
Entretanto, o tempo para esse processo de retorno € dependente do tipo e
extensdo do processo inflamatorio que acomete o figado, o que pode resultar
em uma disfuncionalidade hepatica prolongada. Contudo, o tempo desse
processo de retorno é dependente do tipo e extensdo do processo inflamatorio

que acomete. Nos modelos murinos em que ha reducdo massiva, sobrando
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poucas ou nenhuma célula residente, o retorno ira ocorrer de forma lenta e a
partir da diferenciacdo dos mondcitos que infiltraram no tecido. Nesse caso, as
novas células demoram entre 30-35 dias para adquirirem as funcdes das células
em homeostase, mesmo assim, as assinaturas transcricionais podem nao ser
idénticas as das células anteriores (Beattie et al., 2016; Scott et al., 2016). Um
estudo do nosso grupo mostrou que, apos a deplecdo completa das KCs,
utilizando lipossomos clodronato, o nicho aberto demora até 60 dias para
recuperar a capacidade de remocao bacteriana e de limitar da leséo induzida por
sobredose de APAP (David et al., 2016). As novas células precisam reconhecer
o ambiente tecidual em que se encontram e adquirir caracteristicas
transcricionais e fenotipicas que as permitam exercer suas funcées celulares, ou
seja, necessitam de um tempo para maturidade completa (Guilliams and Scott,
2017; van de Laar et al., 2016). Logo, a fase de retorno & homeostase em que 0
nicho de KCs ainda ndo se encontra reestabelecido, gera uma janela de

imaturidade durante a LHA.

Seguindo essa linha de raciocinio, as alteracdes ocorridas no nicho das
KCs durante a LHA induzida pela sobredose de APAP podem deixar o organismo
susceptivel a infeccBes. A sobredose de APAP é causa de mais da metade dos
casos de faléncia hepética aguda (Stravitz and Lee, 2019) e cerca de 50% dos
pacientes com FHA sdo acometidos por infecgdes, sendo a maior parte dos
casos relacionados a bactérias gram-negativas (Kasravi et al.,, 1996). Essas
infeccbes sistémicas podem ser desencadeadas na prOpria unidade de
tratamento intensivo por intercorréncia de pneumonia, infec¢des do trato urinario,
ou infeccdes associadas a coleta de sangue do paciente (Stravitz and Lee,
2019). A propria LHA é capaz de promover quadros de infec¢éo sistémica, uma
vez que a inflamacéo ndo se limita ao figado, pois, os DAMPs liberados, ao
ganharem a circulacdo, promovem inflamacdo em outros 6rgédos (Yang et al.,
2017). Na fase aguda, o HMGB-1 circulante promove a translocagéo bacteriana
no intestino ao aumentar a permeabilidade intestinal (Yang et al., 2014), o que
pode gerar uma infeccao sistémica. Os quadros infecciosos podem se tornar
severos e levar ao 6bito (Rolando et al., 1990; Rolando et al., 1996; Vaquero et
al., 2003). No presente estudo mostramos que a morte pela sobredose de APAP

ocorre até 24 horas pos-inducéo, sendo esse momento o pico da lesédo hepatica.
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Os animais que sobrevivem até esse ponto, quando desafiados por via
intravenosa com E. coli, apresentaram uma taxa de mortalidade de 40%.
Considerando a incidéncia de quadros infecciosos durante a LHA, entender
como a disfuncao hepatica resulta na susceptibilidade a infecgbes € de grande

importancia clinica.

As células de Kupffer séo a principal populacdo de macrofagos residentes
de um organismo mamifero adulto, atuam como fagdcitos profissionais no maior
sistema reticulo endotelial do corpo (Bilzer et al., 2006; Gordon, 2016) por se
encontrarem estrategicamente posicionadas no interior dos sinusoéides
hepaticos, em intimo contato com tudo que circula no sangue, incluindo
microrganismos patogénicos (Krenkel and Tacke, 2017; Kubes and Jenne,
2018). Alguns processos lesivos levam a alteracdes dessa populagéo celular em
termos de quantidade, e funcao, prejudicando a funcao hepatica de eliminacao
de bactérias circulantes (David et al., 2016). No nosso trabalho, mostramos que
a LHA induzida por sobredose de APAP reduz drasticamente as células de
Kupffer, com consequente perda da capacidade hepatica de filtro. Além do
menor numero de KCs, h4 uma menor porcentagem células remanescentes com
capacidade de capturar bactérias e uma menor quantidade de bactérias
capturadas por célula funcional. Explicando assim, a livre circulacdo de bactérias
no figado, presenca delas no sangue e a incapacidade de controle do
crescimento bacteriano. Em sintese, a deficiéncia no nicho das células de
Kupffer pode ser responsavel pelos quadros de infeccdo sistémica

desenvolvidos pelos pacientes em FHA.

Ainda, levando em conta que, a opsoniza¢do de patdgenos circulantes
contribui para o processo de fagocitose (Kaufmann and Dorhoi, 2016;
Vandendriessche et al., 2021), e que durante inflamacéo hepéatica, a producéo
dessas componentes do sistema complemento pelo figado esta reduzida
(Thorgersen et al., 2019) e ha uma menor quantidade de anticorpos (IgG e IgM)
circulantes (dados ainda n&o publicados), buscamos determinar se a
susceptibilidade a infeccbes seria devido a um possivel deficiéncia na
opsonizacdo das bactérias. Nossos resultados descartaram essa hipétese, ja
que a opsonizacdo prévia das bactérias ndo restaurou a capacidade de

fagocitose, indicando que o problema est4, de fato, nos fagocitos presentes no
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figado durante a LHA. Um fator que pode ser responsavel pela deficiéncia no
controle de bactérias circulantes é a incapacidade dos mondcitos na realizacéo

dessa funcéo na auséncia de células de Kupffer.

O perfil transcricional dos mondcitos que migram para o figado durante a
lesdo mostra que diferentes vias de controle bacteriano estdo reguladas
negativamente nessas células em relagéo as células de Kupffer (Zigmond et al.,
2014). Uma via importante em que encontramos uma diferenca significativa foi a
via de sinalizacdo do complemento, em que moléculas como C3b, iC3B e C3d
s&o responsaveis por opsonizar patdégenos circulantes, levando a sua fagocitose,
ou eliminacéo, pela formacdo do complexo de ataque a membrana (Gros et al.,
2008; Laarman et al., 2010). Ainda, observamos que importantes receptores
dessa via, como, por exemplo, CRIg (receptor do complemento da superfamilia
das imunoglobulinas), caracteristico das células de Kupffer e essencial no
processo de fagocitose (He et al., 2008). Através desse receptor, os macréfagos
capturam bactérias opsonizadas por complemento e por ligacdo direta ao
patégeno (Broadley et al., 2016; Zeng et al., 2016), sendo que uma deficiéncia
da expresséo de CRIg esta relacionada ao aumento da mortalidade de animais
durante infec¢cBes bacterianas (He et al., 2008). Como observado nesse e em
outros trabalhos (lkarashi et al., 2013), os mondcitos recrutados para o figado
durante a lesdo hepatica apresentam uma expressdo reduzida de CRIg em
comparacao as células de Kupffer, o que pode explicar, em parte, sua provavel

ineficiéncia na remocédo das bactérias circulantes.

Além da via de sinalizacdo do complemento, outras vias diferencialmente
expressas estdo associadas a defesa contra patégenos circulantes. Quando
comparamos 0s mondcitos Ly6C" com as KCs, encontramos diferencas nos
receptores do tipo Fcy, que sao responsaveis pelo reconhecimento de bactérias
opsonizadas por imunoglobulinas (IgG) através da ligacdo a por¢do Fc dos
anticorpos, dando assim inicio ao processo de fagocitose (Caron and Hall, 1998).
Os mondcitos Ly6CM apresentam menor expressdo da FcyRIIl — além de boa
parte da via a jusante estar também menos expressa — e de genes chaves, como
o PLCy e PI3-K, que s&o determinantes para ativacdo da célula e ocorréncia da

fagocitose (Ben Mkaddem et al., 2019; Celli et al., 2001). Assim, uma possivel
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deficiéncia na fagocitose de patégenos opsonizados por IgG pode também

explicar nosso fenotipo.

Por fim, outras vias em que foram encontradas diferencas importantes
correspondem as vias do lisossomo e do fagossomo, seguintes a fagocitose.
Esses compartimentos intracelulares quando fundidos criam um ambiente
interno com grande potencial de eliminacdo de patdgenos (Russell, 2011).
Inicialmente ha a internalizacdo e formacdo de um vacuolo intracelular inicial,
chamado fagossomo priméario. Em seguida, ele se funde com vesiculas
endociticas, dando origem ao fagossomo maduro. A partir desse estagio, ocorre
a fusdo com o lisossomo, criando o vacuolo microbicida - o fagolisossomo. O
fagolisossomo é marcado pela acidificacdo de seu interior, com criacdo de um
ambiente oxidativo e presenca de diversas proteinas, como catepsinas e
hidrolases — moléculas chaves para degradacdo dos microrganismos (Uribe-
Querol and Rosales, 2017). Analisando em conjunto as vias do fagossomo e
lisossomo, ou seja, a via de formacéo do fagolisossomo, nossos dados mostram
que os mondcitos pro-inflamatérios apresentam um fagossomo, primario e
maduro, com menor capacidade de acidificacdo, devido a menor expressao V-
ATPase, quando comparados aos mondcitos pro-resolutivos. Em seguida, o
processo de fusdo do fagossomo ao lisossomo pode estar comprometido, ja que
0s mondcitos proé-inflamatdérios apresentam uma menor expressao das proteinas
de membrana associadas ao lisossomo (LAMP) — proteinas essas essenciais
para formacéao do fagolisossomo (Huynh et al., 2007). Por fim, os mondcitos proé-
inflamatorios, também apresentam expressdo reduzida das hidrolases acidas
dos lisossomos. Dessa forma, em linhas gerais, os fagocitos recrutados
presentes na fase aguda da LHA apresentam uma deficiéncia tanto no processo
de internalizacdo quanto na eliminacdo dos patdgenos circulantes, o que explica

a susceptibilidade a infeccoes.

Além da fagocitose de bactérias, as células de Kupffer também sé&o
descritas como as principais responsaveis pela remocéo de células mortas e
restos celulares (Gonzalez et al., 2017; Horst et al., 2019). Durante 0 processo
da LHA, além dessas células, os mondcitos também atuam nessa remoc¢ao (Wen
et al., 2021). Sabendo que as vias de fagocitose que atuam na internalizagéao de

bactérias sdo compartilhadas com a internalizacao de debris celulares (Gordon,
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2016; Westman et al., 2019), € possivel que a inflamacéo hepética induzida por
acetaminofeno possa sobrecarregar as KCs remanescentes, fazendo com que
uma menor porcentagem de células seja capaz de remover 0s patdgenos
circulantes e que, mesmo as que Sao capazes capturem uma menor quantidade
de bactérias. O mesmo também pode ocorrer para 0s mondcitos recrutados ao
tecido (Horst et al., 2019). Dessa forma, mais estudos sao necessarios para
avaliar se a predominancia da eferocitose pode reduzir a capacidade desses

fagocitos em remover e eliminar patégenos.

Ainda que os patégenos sejam devidamente fagocitados pelos fagocitos
profissionais — como os macrofagos e, em menor eficiéncia, os mondcitos —, 0s
microrganismos sao capazes de subverter os mecanismos antimicrobianos. Trés
estratégias sdo comumente utilizadas por bactérias para evadir a resposta da
célula hospedeira: I) mecanismos de escape do fagossomo; Il) inibicdo da fusdo
do fagossomo com o lisossomo; Ill) capacidade de sobreviver dentro do
fagolisossomo (Baxt et al., 2013; Kaufmann and Dorhoi, 2016; Thakur et al.,
2019). Além dos mecanismos de evasdo, 0S monocitos presentes nos estagios
em que h& uma inabilidade em responder a infec¢des apresentam alteracdes em
todas as etapas de resposta aos patdégenos intracelulares. Assim, além de uma
menor capacidade de captura bacteriana nesses estagios, o que predispde a
uma infeccdo disseminada, essas células podem se tornar um local favoravel a
multiplicacdo e sobrevivéncia das bactérias capturadas. Logo, € essencial
entender ainda mais afundo a susceptibilidade a infec¢des durante a LHA para

recuperar a capacidade hepética em controlar patégenos circulantes.

No presente momento, terapias para LHA e FHA sdo escassas, devido ao
dificil diagndstico precoce e a rapida progressao da lesdo (Lee, 2017; Stravitz
and Lee, 2019). Em casos de overdose de acetaminofeno, quando ha
diagnéstico precoce, o tratamento com NAC é eficaz nas primeiras horas apés a
ingestdo do excesso de medicamento. Entretanto, apos estabelecimento da
leséo, o tratamento mais eficaz e responsavel por aumentar a sobrevivéncia dos
pacientes de 20% para 70% nas ultimas décadas tem sido o transplante hepatico
(Asrani et al., 2019; Bernal, 2017). Porém, a demanda crescente, devido ao uso
indiscriminado de paracetamol, produtos herbais e outros medicamentos,

somado a um limitado niumero de doadores torna urgente a necessidade de
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novas terapias para o tratamento da FHA (Bernal, 2017; Tavabie and Bernal,
2020). Alem disso, os quadros infecciosos recorrentes apresentados pelos
pacientes os impedem de receber transplante hepatico e nem mesmo tratamento
profilatico de pacientes em FHA com antibidticos controla a infecgéo (Karvellas
et al., 2014, Stravitz and Lee, 2019). Assim, entender a dinAmica das células de
Kupffer e mondécitos durante a lesdo hepatica aguda é essencial para estabelecer
alvos terapéuticos, focando no retorno a homeostase hepatica e funcionalidade

dos fagocitos.

Visando antecipar esse retorno a homeostase, uma estratégia
interessante baseia-se no uso de terapias celulares. Recentemente, terapias
celulares para o tratamento de diversas doencas hepaticas tém sido
empregadas, por apresentarem resultados antifibroticos e pré-regenerativos
(Starkey Lewis et al., 2019). Dentre as células utilizadas estdo os macroéfagos,
que, para doencas hepaticas, tém apresentado resultados eficazes e
promissores (Moroni et al., 2019; Thomas et al., 2011; van der Heide et al., 2019).
Nesse sentido, mostramos que os macrofagos derivados de medula G6ssea
utilizados como terapia para LHA posicionam-se nas areas de necrose, em que
0 nicho ocupado pelas células de Kupffer estd aberto, o que pode auxiliar no
desempenho de suas funcées. Observamos uma reducao nas areas de necrose
durante o pico da leséo no figado dos animais tratados, o que ser explicado pelo
fato de os MDMO ¢ e A.A apresentam in vitro uma elevada capacidade
fagocitica, principalmente de debris celulares (Lewis et al., 2020). Indo de
encontro com essa ideia, um recente trabalho mostrou, para a fase resolutiva da
LHA induzida por APAP, que os MDMO A.A presentes no figado sao capazes de
remover restos celulares circulantes, promovendo uma aceleracao na resolucao
(Lewis et al., 2020). Em nosso trabalho, mostramos que os efeitos da terapia
com MDMO ja sdo observados na fase aguda da lesdo e ocorrem de forma

independente do status de ativacao celular.

Nesse linha, a eferocitose de restos celulares e células em processo de
morte pelos MDMO podem alterar o microambiente hepatico. Pois, a medida em
gue o material € processado no interior dos macréfagos eles vao adquirir um
status pro-resolutivo com consequente producdo de mediadores anti-

inflamatorios, por exemplo IL-10 e TGF- (Horst et al., 2019; Lewis et al., 2020).
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Além disso, observamos que os ha um aumento nos mondcitos Ly6C'°CD11b",
caracterizados como pro-resolutivos (Dal-Secco et al., 2015; Mossanen et al.,
2016), nos grupos que receberam MDMO em comparacao ao grupo nao tratado.
Essa alteracdo pode ocorrer devido ao ambiente hepatico mais pré-resolutivo,
visto que ja se tem descrito a alteracdo de perfil de mondcitos pré-infamatorio
para pro-resolutivos quando ha a mudanca do microambiente hepatico
(Graubardt et al.,, 2017; Mossanen et al., 2016). Desse modo, 0 retorno da
funcionalidade hepética pode ser recuperado mais rapidamente. Por fim,
mostramos que a terapia com MDMO € capaz de aumentar a capacidade de
remocdo de bactérias circulantes. Assim, o figado recupera uma de suas
principais fungdes, o controle de patdgenos circulantes, podendo assim, reduzir

a susceptibilidade a infec¢des durante a LHA.

Outras propostas que visam acelerar o retorno do nicho de células
mononucleares a homeostase também vém apresentando resultados na
prevencdo e reducdo das lesdes hepaticas. O processo de recuperacdo
funcional dos macréfagos hepaticos apos lesdao e reducdo da populacado
residente apresentou eficidcia apos tratamento com CSF-1, e também com
administracdo de dexametasona, indutor da producdo de CSF-1 (David et al.,
2016; Stutchfield et al., 2015). Dessa forma, a terapia celular com macréofagos
diferenciados ou a estimulacdo da diferenciagdo com CSF-1 e consequente
retorno rapido a homeostase podem servir como um tratamento eficaz para

doencas hepaticas agudas e no controle a infeccoes.
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6. Concluséo

Em conclusdo, a lesdo hepatica aguda induzida por sobredose de
acetaminofeno abre um importante nicho hepatico, disponibilizado pela morte
das células de Kupffer, que é ocupado transitoriamente por mondcitos
infiltrantes. Essa transicdo € responsavel pela susceptibilidade a infec¢des
comumente encontrada em pacientes com LHA, uma vez que a populacdo de
KCs remanescentes perde sua capacidade de controle de patégenos circulantes
e 0s mondcitos recrutados ao tecido apresentam perfil transcricional que indica
deficiéncia na fagocitose e eliminacdo desses patdégenos. Dessa forma, uma
modulacdo do nicho das células de Kupffer que vise a reposicdo adequada e
adiantada pode contribuir para controle de quadros infecciosos durante a LHA,
0 que pode acontecer na terapia celular com MDMO. No nosso modelo, no pico
da LHA, a terapia com MDMO foi capaz de reduzir as areas de necrose e
aumentar a capacidade hepatica de remover bactérias da circulacdo, mostrando-
se promissora para o tratamento de LHA e possivelmente outras lesbes

hepéticas em que ha a perda de KCs.
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8.3. Doutorado Sanduiche no Exterior

Durante o periodo do doutorado, foi realizado um periodo de 6 meses no
exterior, de Outubro de 2020 a Marco de 2021. A pesquisa foi conduzida no
Center for Immunology and Inflammatory Diseases, da Division of
Rheumatology, Allergy and Immunology, no Massachusetts General
Hospital/Havard Medical School, sob orientacdo do M.D Ph.D Andrew Luster e
Ph.D Lucas Faustino. No periodo, foram desenvolvidas pesquisas sobre o
posicionamento de células imunes no pulméo através de sinalizagdo por
quimiocinas durante resposta imune a alérgenos. Também, em linha
semelhante, no periodo houve a contribuicdo para um artigo em que foi mostrado
gue as vias de sinalizacdo por quimiocinas sao essenciais para o posicionamento

e fendtipo de Linfécitos T CD8* no bago durante infeccgéo viral.
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essential for the establishment of a protocol to identify the expression of chemokines in the lung
by confocal microscopy. In addition, using flow cytometry cell sorting and RT-qPCR he
characterized the specific immune cell populations in the lung that express the chemokines
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with other research fellows in my laboratory and contribute to a study currently submitted to a

peer-reviewed scientific journal.
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