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“Come in here dear boy have a cigar
You're gonna go far,

You're gonna fly high

You're never gonna die,

You're gonna make it if you try

They're gonna love you”

“Have a Cigar” (Pink Floyd, 1975)
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RESUMO

Condicbes que afetam a fisiologia hepatica causam um impacto profundo na homeostase, e
frequentemente levam a morte. O paracetamol (APAP), um analgésico de uso comum, é capaz
de causar lesdo hepética em altas doses, levando a faléncia hepética aguda, um transtorno que
provoca milhares de mortes anualmente e é responsavel por 50% de todos os transplantes
hepaticos no mundo. Nesta doenca ocorre um fendmeno chamado de inflamacao estéril, onde ha
participacdo de varios tipos leucocitarios, mas onde especialmente os neutréfilos tém ganhado
destaque por serem relacionados ao dano tecidual e amplificacdo desse tipo de leséo.
Considerando isso, nossos objetivos foram determinar se os neutréfilos estdo envolvidos neste
tipo de lesdo hepatica e quais moléculas participam no seu recrutamento para o sitio de leséo.
Nossos dados indicaram que neutrofilos participam na patogénese da lesdo hepéatica por APAP,
pois eles sdo recrutados durante o processo de lesdo tecidual e sua deplecdo protege contra a
morte celular induzida por APAP. Ainda, observamos um aumento nos niveis de quimiocinas e
citocinas no figado, e um aumento bastante intenso de DNA mitocondrial circulante no soro de
camundongos submetidos a sobredose de APAP, ressaltando o papel de DAMPs como peptideos
formilados e DNA mitocondrial neste tipo de lesdo. Neste contexto, farmacos que blogueiam o
recrutamento de neutr6filos, como antagonistas do receptor de quimiocinas CXCR2 e do
receptor de peptideos FPR1 sdo capazes nao apenas de reduzir o influxo de neutréfilos para o
figado, mas também de reduzir significantemente a lesdo e a inflamacdo tecidual quando
administrados em conjunto ao animal. Desse modo, podemos concluir que a regulacdo do
recrutamento de neutréfilos e do processo inflamatério que ocorre no figado necrotico pelos
antagonistas de CXCR2 e FPR1 é de grande potencial terapéutico para a faléncia hepatica aguda

e tantos outros males que sdo caracterizados pela inflamacéo esteril.



ABSTRACT

Conditions that affect liver physiology and function have a severe effect on homeostasis and
frequently lead to death. Paracetamol (APAP), a widely used analgesic and antipyretic drug, can
cause liver injury when ingested at high doses, leading to acute liver failure, a disorder
responsible for thousands of deaths per year and 50% of all liver transplants. In this disease, a
phenomenon named sterile inflammation occurs, in which many leukocytes participate, but
neutrophils have been featured as tissue-damaging cells, aggravating any tissue injury already in
process. Considering this, our objectives were to determine if neutrophils are involved in this
type of liver injury and which molecules participate in neutrophil recruitment to the site of
damage. Our data indicate that neutrophils participate in the pathogenesis of APAP-induced liver
injury, because they are recruited during the process of tissue injury and its depletion protects
mice from APAP-induced liver damage. Moreover, we observed a large increase in chemokine
and cytokine production in the liver, and interestingly, an increase in circulating mitochondrial
DNA in the serum of APAP-treated mice, highlighting the role of Damage-Associated Molecular
Patterns such as formyl-peptides and mitochondrial DNA in this type of injury. In this context,
drugs that block neutrophil recruitment, such as the chemokine receptor CXCR2 antagonist
DF2156 and the formyl-peptide receptor antagonist BOC-1, are capable of not only reducing
neutrophil influx to the liver, but also to significantly decrease liver injury and inflammation
when applied simultaneously to mice. Considering this, we can conclude that the regulation of
neutrophil recruitment and the inflammatory process occurring in the necrotic liver, by the
CXCR2 and FPR1 antagonists, has great therapeutic potential for acute liver failure treatment

and also for many other diseases characterized by sterile inflammation.
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1 INTRODUCAO

O figado é o segundo maior 6rgao do corpo, pesando cerca de 1,5 kg em um individuo
adulto. Ele se localiza na cavidade abdominal logo abaixo do diafragma, onde recebe um
suprimento sanguineo duplo, do qual 80% ¢ sangue advindo da veia porta, rico em nutrientes
absorvidos no intestino e pouco oxigenado. O restante é sangue rico em oxigénio, fornecido pela
artéria hepética. Essa mistura sanguinea circula pelo figado lentamente, sob baixa pressdo de
perfusdo e tensdo de oxigénio, através de uma enorme rede de capilares de parede fina e
endotélio fenestrado, chamados sinusoides. O figado ¢ dividido em inUmeras se¢des poliédricas -
os I6bulos hepéticos - os quais contém o hepatdcito, a principal unidade metabdlica funcional.
Estas celulas se organizam em cord@es entremeados por sinusdides, e se estendem do limite do
I6bulo (onde se localizam os espacos porta) até o vaso central nomeado veia centrolobular. Os
espacos porta contém ramos da artéria hepatica, veia porta e ducto biliar, sendo que o fluxo
sanguineo parte desta estrutura e segue em direcdo a veia centrolobular e vasos subseqlientes,
chegando até a veia hepética e deixando o 6rgao.

A organizacdo funcional e fluxo sanguineo Unico do figado permitem que ele realize
inimeras atividades. Dentre elas estdo funcGes metabdlicas, catabdlicas, excretoras, secretoras,
de sintese e de armazenamento. O figado é capaz de, por exemplo, controlar a homeostase de
glicose, sintetizar albumina e fatores da coagulacdo, remover amoénia do sangue, armazenar
glicogénio, triglicerideos, ferro, vitaminas, e sintetizar e secretar a bile. Além disso, o figado, ou
mais especificamente o hepatdcito, é conhecido por sua notavel capacidade de degradar e
detoxificar compostos, tanto enddgenos quanto exdgenos. Nesta lista estdo hormonios esterdides,
proteinas séricas, farmacos, toxinas, contaminantes ambientais, alcool e até produtos bacterianos
originados do trato gastrointestinal (THOMSON & KNOLLE, 2010)

Considerando todas essas funcOes, as doencas que acometem o figado sdo de grande
importancia médica. A faléncia hepética aguda (FHA), por exemplo, esta relacionada a alto custo
financeiro e alta mortalidade (BERNAL et al, 2010), e mesmo que um transplante hepatico de
emergéncia esteja disponivel, mais de 20% dos pacientes ndo sobrevivem 1 ano apds o

procedimento (estatisticas europeias; WIGG et al, 2005).
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A FHA provoca milhares de mortes anualmente e é responsavel por 50% de todos 0s
transplantes hepaticos no mundo (KHAN et al, 2006). Ela é definida como um distarbio onde ha
necrose hepatocelular com perda extensa da funcao hepética, levando a uma rapida e progressiva
faléncia maltipla de 6rgdos, associada ou ndo a encefalopatia (TREY & DAVIDSON, 1970;
BHADURI & MIELI-VERGANI, 1996). Os sinais clinicos dessa doenca sdao bem amplos, e
incluem perda de peso e de massa muscular, ictericia, perda do controle glicémico, coagulopatia,
acidose latica, hiperamonemia, lesdo pulmonar aguda, hipotensdo, pancreatite, faléncia renal,
supressdo da medula 6ssea e da atividade leucocitaria, edema cerebral, encefalopatia, dentre
outros (BERNAL et al, 2010).

A FHA pode ter varias causas, mas as principais sdo sobredose de medicamentos e
infeccBes virais. Os virus da hepatite A, B e E sdo os principais causadores de faléncia hepética
em paises em desenvolvimento, enquanto que a hepatite medicamentosa prevalece nos EUA e
Europa, com destaque para a hepatotoxicidade induzida por paracetamol, que predomina nos
EUA e cresce em incidéncia em varios paises (BERNAL et al, 2010).

Infelizmente, as opcdes terapéuticas para FHA sdo bastante escassas. Se a doenca ainda
ndo estiver em um estagio avancado, intervencfes a fim de limitar o dano tecidual podem ser
realizadas junto a unidade de tratamento intensivo, como o uso de glicocorticoides em hepatites
autoimunes (ICHAI et al, 2007), ou antivirais como lamivudina e aciclovir nos casos de infeccédo
viral (KUMAR et al, 2007). Carvdo ativado e N-acetilcisteina (NAC) sdo as terapias
estabelecidas para os casos de lesdo hepatica induzida por medicamento ou droga, especialmente
em casos de sobredose de paracetamol, no qual a NAC ¢é a melhor terapia disponivel (SAITO et
al, 2010). Vale ressaltar que a maioria destes tratamentos estd em carater experimental e
possuem eficacia reduzida ou a ser comprovada. Se ultrapassado o periodo inicial de 4 a 24 horas
apos o inicio da lesdo, sO resta uma unica opcao: transplante hepéatico de emergéncia.

Levando em conta a inexisténcia de tratamentos mais eficazes, a baixa disponibilidade de
figados para transplante e o custo exorbitante do cuidado médico dos pacientes, novas opgoes
terapéuticas seriam extremamente valiosas. Portanto, o estudo dos mecanismos da lesdo estéril é
fundamental, pois possibilitard um maior entendimento ndo s6 da leséo hepatica induzida por
drogas, como o paracetamol, mas também provera informacdes possivelmente Uteis em varias

outras enfermidades que compartilham o componente inflamatério da lesdo estéril, como a
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isquemia/reperfusdo (ex.: infarto do miocardio), gota, silicose, doenca de Alzheimer,
aterosclerose, dentre outras (ROCK et al, 2010).

A lesd@o hepética estéril pode ser estudada em camundongos através da administracdo de
uma sobredose de paracetamol (WILLIAMS et al, 2010). Neste modelo, o animal sofre uma
lesdo hepatica extensa desencadeada pelo acimulo do metabolito do paracetamol chamado de N-
acetil-para-benzoguinonaimina (NAPQI), uma molécula extremamente reativa. Em excesso, 0
metabdlito NAPQI depleta os estoques celulares de glutationa (GSH) e se liga covalentemente as
biomoléculas, desestabilizando mitocéndrias, a estrutura celular e os sistemas enzimaticos do
hepatocito, deixando-o altamente susceptivel ao estresse oxidativo (HINSON et al, 2010). Esses
eventos culminam na necrose de hepatdcitos e inflamacao hepética, o que pode levar a faléncia
do 6rgdo e morte.

A lesdo estéril, como a causada por paracetamol, possui um componente imunoldgico
bastante pronunciado, apesar da auséncia de participacdo de microrganismos em seu
desenvolvimento ou manutencdo. Varios trabalhos tém relatado a presenca dos parametros
inflamatorios cléssicos (rubor, calor, tumor et dolor — CELSUS, 30 A.C.) e a participacgdo ativa
de leucdcitos nesse tipo de lesdo (LIU et al, 2006; MCDONALD et al, 2010). Isto levou a
descoberta da ativacdo dos receptores pro-inflamatérios por ligantes endégenos, moléculas que
foram entdo denominadas DAMPs (damage-associated molecular patterns). DAMPs podem ser
liberados por virtualmente qualquer tipo celular encontrado sob estresse ou em necrose. Com a
ruptura de organelas e da membrana plasmatica, caracteristicas desse tipo de morte celular, os
constituintes internos sdo expostos ao meio extracelular (GREEN, 2011), onde podem estimular
uma série de receptores nas células vizinhas, sejam elas do parénquima ou leucdécitos residentes
(CHEN & NUNEZ, 2010).

Os DAMPs sdo moléculas de natureza bastante variada, como a proteina nuclear HMGB1
(high-motility group box 1), HSPs (heat-shock proteins) e proteinas de ligacdo ao célcio S100; ha
também fragmentos de DNA mitocondrial, acido drico citoplasmatico, ATP, peptideos
mitocondriais formilados e até componentes da matriz extracelular, como hialuronato e sulfato
de heparan (ROCK et al, 2010). Levando em conta a semelhanca da resposta inflamatoria a
microrganismos em relacdo a estéril, seria possivel que os mesmos receptores do hospedeiro
modulassem ambas as respostas. Isso se revelou verdadeiro na descoberta da participacdo de

varios Receptores de Reconhecimento de Padrfes (PRRs) na inflamacdo estéril, os quais
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detectam motivos estruturais tipicos de microrganismos, originalmente. As cinco classes de
PRRs sdo: Receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores tipo RIG-I
(RLR), receptores de lectina tipo C (CLR) e receptores tipo ausente em melanoma 2 (AIM2)
(CHEN & NURNEZ, 2010). No entanto, pouco se sabe sobre as conseqiiéncias da ativacio destes
receptores nos mecanismos da atividade de leucdcitos na lesdo estéril in vivo, sejam como
possiveis estimulos quimiotaticos ou mesmo de funcdo efetora, como indutores de explosao
respiratoria (producdo de espécies reativas de oxigénio) desgranulacdo (liberacdo de enzimas e
proteinas antimicrobianas granulares) ou formacdo de NETs (Neutrophil Extracellular Traps,
redes de DNA associadas a proteinas, com atividade proteolitica e antimicrobiana -
BRINKMANN et al, 2004).

Trabalhos publicados nos ultimos anos relatam que células NK, NKT (LIU et al, 2004) e
neutréfilos (LIU et al, 2006) podem participar do desenvolvimento da les&o estéril induzida por
paracetamol, pois animais que ndo possuiam estas células desenvolveram uma lesdo
significativamente menor quando comparada aquela em animais normais. Além disso, dados
recentemente publicados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que ATP e peptideos
formilados de origem mitocondrial participam da ativacéo de células e quimiotaxia de neutréfilos
para o sitio de lesdo, respectivamente, em um modelo de lesdo estéril focal hepatica
(MCDONALD et al, 2010) (FIG.1). Esses dados, em conjunto com o conhecimento prévio sobre
DAMPs e inflamag&o, sugerem que o sistema imune tem um papel importante na génese e na
severidade da lesdo estéril, e, portanto representa um alvo para intervencdes terapéuticas a fim de
controlar tal fenébmeno e as doencas do qual ele participa.

O neutrdfilo € o primeiro leucdcito a ser recrutado em sitios de inflamacdo aguda, como
por exemplo, nos casos de necrose hepatica aguda. Varios mediadores do recrutamento de
leucdcitos ja sdo bem estabelecidos, como as quimiocinas CXCL1 e CXCL2 (homdlogos
murinos da CXCL8 humana) considerados agentes quimiotaticos classicos (ZLOTNIK et al,
2006), o fator do complemento C5a, leucotrieno B4 e peptideos formilados como f-MLP, dentre
outros (BORREGAARD, 2010). Todas estas vias representam alvos terapéuticos para restringir a
atividade de neutrofilos, pois alguns destes, como peptideos formilados, sdo capazes ndo apenas
de recrutar neutrdfilos, mas também de induzir uma exploséo respiratoria nestas células, onde ha
intensa producdo de espécies reativas de oxigénio, capazes de danificar tecidos e de estimular
neutrdfilos a formar NETs (BRINKMANN & ZYCHLINSKY, 2007).
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Figura 1 — Cascata de recrutamento de neutréfilos para a lesdo focal estéril no figado.

Em um artigo publicado recentemente no periddico Science, McDonald e colaboradores (2010) descreveram uma
cascata de recrutamento de neutréfilos que envolvia principalmente duas etapas: a quimiotaxia através de um
gradiente das quimiocinas MIP-2 e KC (CXCL1 e CXCL2, respectivamente) as quais se ligam a CXCR2, seguido
de uma etapa de quimioatracdo por peptideos formilados, agindo no receptor FPR1, através de uma area sem fluxo
sanguineo viavel. Desse modo, foi descrito um mecanismo que guia neutréfilos precisamente até um ponto avascular
de necrose tecidual.

Em vista do contexto da lesdo hepética estéril, com seus varios mediadores e receptores
putativos, restam questdes importantes a serem respondidas, como a identificacdo de quais destas
moléculas regulam o recrutamento de neutréfilos neste tipo de lesdo. Ainda, quais sdo 0s
mecanismos efetores desencadeados por estes ligantes em neutrofilos, que danificariam
diretamente o tecido e que ainda ndo foram determinados. Definindo a contribui¢do do neutrdfilo
a lesdo estéril, assim como 0s mecanismos pelos quais esta célula chega ao tecido e como o
danifica diretamente, estaremos oferecendo uma promissora alternativa terapéutica ndo so para a
faléncia hepatica aguda, mas também para tantas outras doencas que compartilham do

componente inflamatorio estéril.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os mecanismos de recrutamento de neutréfilos e seu papel durante o processo

inflamatorio estéril hepético.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Induzir a faléncia hepatica aguda por paracetamol em camundongos

2. Quantificar o acumulo de neutrofilos durante a faléncia hepatica aguda induzida por
sobredose de paracetamol,;

3. Verificar o papel de neutrofilos na patogénese e exacerbacdo do dano hepatico, por meio
da deplecdo deste tipo celular e pelo uso de bloqueadores de agentes quimiotaticos;

4. Determinar as moléculas responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos para o figado
necrotico;

5. Verificar a citotoxicidade mediada por neutréfilos através de co-cultura com HepG2 e por

meio do antagonismo de seus receptores de ativacao.
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3METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, a partir de quatro semanas de
idade, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO/UFMG). Os animais foram acondicionados em grupos de cinco por gaiola, com racao
(Labina) e &gua ad libitum, em condi¢bes controladas de temperatura (25°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12/12h), com excecdo da noite anterior aos experimentos, onde foram
mantidos em jejum até o inicio do mesmo. Os procedimentos experimentais realizados estdo de
acordo com as normas do Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da UFMG
(protocolo 051/11). Também utilizamos animais que expressam a proteina verde fluorescente
eGFP (Lysm-eGFP) apenas em seus neutrofilos, fornecidos pelo Prof. Paul Kubes da

Universidade de Calgary, no Canada.

3.2 O MODELO DE FALENCIA HEPATICA AGUDA

O modelo de escolha deste projeto foi a lesdo hepatica induzida por sobredose de
paracetamol. Baseado em nossos resultados preliminares (curva dose-resposta) e nos trabalhos de
Williams et al, Hu et al, Liu et al e Imaeda et al, a dose padrdo de paracetamol (acetaminophen -
N-acetil-para-aminofenol - APAP) escolhida foi 500 mg/kg, e o tempo de sacrificio dos animais
a 242 hora apés a administracdo do farmaco. APAP foi administrado por via oral (gavagem)
dissolvido em salina estéril aquecida, enquanto que os animais controle receberam apenas o
veiculo aquecido. Na 242 hora ou no tempo determinado os animais foram anestesiados com uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e submetidos a uma
laparotomia. Foi feita uma sangria por cisdo simultanea da artéria aorta e veia cava inferior, de
onde uma amostra de sangue foi coletada para obten¢é@o do soro e dosagem de ALT. O figado foi
retirado e seus lobos coletados em formaldeido 4% tamponado (PBS) para histologia, ou
congelados em tubos para realizagdo do ensaio de mieloperoxidase (MPO) e para dosagem de

citocinas.
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3.3 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS E ANTICORPOS

Os tratamentos farmacologicos incluiram o uso de N-acetilcisteina (500 mg/kg), droga
padrdo usada no tratamento de intoxicagdo por paracetamol, administrada por gavagem 1 hora
antes de APAP; Dexametasona (2 mg/kg) um potente anti-inflamatorio esteroidal, 1 hora antes
por via subcutanea; BOC-1 (2 mg/kg), antagonista do receptor de peptideos formilados FPR1,
aplicado i.v. 1 hora antes de APAP; DF2156 (30 mg/kg), um composto experimental que
bloqueia o receptor de quimiocinas CXCR2, por via oral; Apirase (25 U/animal) enzima capaz
de degradar ATP extracelular livre. Utilizamos também um anticorpo anti-quimiocina
CXCL1/KC (10 pg/animal) para bloqueio deste mediador; e realizamos a deplecdo de neutrofilos
por administracdo de anticorpo anti-GR-1 (Ly-6G; 200 pg/animal; clone RB6-8C5), i.v., 24
horas prévias ao experimento. Como controles foram utilizados os veiculos dos farmacos, ou 0s

isotipos dos anticorpos.

3.4 VISUALIZACAO DA MICROCIRCULACAO HEPATICA POR MICROSCOPIA CONFOCAL
INTRAVITAL

A microscopia intravital € uma técnica bastante valiosa no que se refere a observacao in
vivo e em tempo real da microvasculatura e das interacdes das células, como os leucdcitos, com
estes vasos (MENEZES et al, 2009). Esta técnica permite a quantificacdo de leucdcitos em
rolamento e aderidos aos vasos, além daqueles transmigrados para o interior dos tecidos, 0s quais
sdo eventos bem estabelecidos como indicativos de inflamacdo tecidual. Considerando isso, a
microscopia intravital de figado de camundongos foi realizada utilizando um microscépio
confocal Olympus Fluoview e corantes fluorescentes. Para este fim, usando um pequeno suporte
de acrilico, posicionamos um camundongo anestesiado e expusemos seu figado a uma distancia
adequada da objetiva. Apés esta pré-montagem, a camundongo recebeu uma injecdo do corante
fluorescente inespecifico Rodamina 6G (150 pL; 0,05%) ou do anticorpo fluorescente de escolha
(5pL/animal), por via intravenosa. Em seguida, uma area do tecido hepéatico em boas condicGes
foi selecionada e focalizada, a partir da qual foram coletadas imagens e videos para analise
subsequente. O microscépio confocal esta localizado no Departamento de Fisica (ICEX -

UFMG), e seré utilizado com o auxilio da Profa. Ana Maria de Paula.
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3.5 QUANTIFICACAO BIOQUIMICA DE LESAO HEPATICA POR DOSAGEM DE ALANINA
AMINOTRANSFERASE NO SORO

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima de origem citoplasmaética, cuja maior
atividade esta localizada no figado. Seus niveis séricos encontram-se elevados em varias doencas
hepaticas, incluindo hepatite viral ou téxica, podendo aumentar entre cinglienta e até cem vezes
em relacdo aos valores basais. Seu aumento é associado a necrose ou dano & membrana do
hepatodcito. Para determinar a atividade da ALT utilizamos o Kit Transaminase ALT cinético
(Bioclin), e, como amostras, 0s soros obtidos por centrifugacdo do sangue dos camundongos
testados. Em suma, o teste consiste em duas reacdes, onde primeiramente a ALT catalisa a
transferéncia do grupamento amina da alanina para o alfa-cetoglutarato, levando a formacéo de
piruvato e glutamato. O piruvato em presenca de lactato desidrogenase (LDH) reage com o
NADH, reduzindo-se a lactato e 0 NADH oxida-se a NAD". A velocidade de diminui¢io da
concentracdo de NADH ¢ proporcional a atividade de ALT no soro analisado. As medidas sdo
feitas como quatro leituras de absorbancia a 340 nm, em intervalos de um minuto, cujo valor
médio reflete a atividade da enzima na amostra. Este é o método recomendado pela International

Federation of Clinical Chemistry.

3.6 ESTIMATIVA DA INFILTRACAO DE NEUTROFILOS PELO ENSAIO DE MIELOPEROXIDASE

A enzima mieloperoxidase (MPQO) é expressa principalmente por neutréfilos. Quando
presente no tecido, € indicativo de infiltrado neutrofilico no mesmo. Desse modo, a quantificacao
dessa enzima pode, mesmo que indiretamente, determinar a intensidade do infiltrado de
neutrofilos no figado. Resumidamente, parte do figado dos animais foi coletada ao final do
experimento e armazenada em freezer a -20 °C, para quantificacdo da atividade de MPO. Para
tanto, o material foi pesado, macerado em homogeneizador com solucdo tampéo (PBS - EDTA)
e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em NaCl 0,2% gelado, apos 30 segundos foi adicionado NaCl 1,6% com glicose
5% gelado. O material foi rapidamente homogeneizado e submetido a nova centrifugacdo. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em PBS com HTAB 0,5%. As

amostras foram rapidamente homogeneizadas e congeladas/descongeladas seguidamente trés
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vezes em nitrogénio liquido, submetidas novamente a centrifugacao e os sobrenadantes coletados
para 0 ensaio. Um volume de 25ul da cada amostra foi adicionado a placa de 96 pogos, em
duplicata, onde o branco foi representado por PBS. Em seguida 0s po¢os receberam uma solugéo
de DMSO com o substrato TMB, e a placa incubada em camara escura por cinco minutos a 37°C.
A reacdo foi interrompida com 100ul de H,SO, e a absorbancia medida em 450 nm. As
absorbancias obtidas foram comparadas a uma curva-padrdo de MPO de neutréfilos coletados da
cavidade peritoneal sob estimulo de caseina, sendo os dados apresentados como numero de

neutrofilos relativo a essa curva.

3.7 DOSAGEM DE GLUTATIONA REDUZIDA

A glutationa é um mecanismo ndo-enzimatico de defesa contra estresse oxidativo. Ela é
um tripeptideo que permanece livre no citoplasma e serve para detoxificar peréxidos e outros
agentes reativos. A glutationa existe em sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), sendo que
em casos de estresse oxidativo ou intoxicacdo por APAP, os niveis de GSH sdo muito reduzidos.
Portanto, para confirmar a intoxicacdo por APAP em nosso modelo, assim como excluir
possiveis alteracdes no metabolismo de APAP por tratamentos farmacologicos prévios, a
quantidade de GSH no figado foi determinada colorimetricamente pela reacdo com é&cido 5,5-
ditiobis(2-nitrobenzo6ico) DTNB (Ellman’s reagent). A absorbancia das amostras foi lida em 450
nm, e comparada a uma curva-padrdo de GSH.

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS

A producgéo de citocinas IL-6, IL-1B, TNF-a e quimiocinas CXCL1 ¢ CXCL2 foram
quantificadas pela técnica de ELISA em fragmentos de figado de camundongos submetidos ou
ndo a sobredose de APAP. Os fragmentos de figado foram pesados e homogeneizados em
tampdo de extracdo de citocinas (contendo anti-proteases, Tween 20 e EDTA), e em seguida o
sobrenadante foi coletado e armazenado até o dia do ensaio. Para a realizagdo do ensaio
utilizaremos kits Quantikine human immunoassay (R&D System, Abington, United Kingdom)

para as referidas citocinas e quimiocinas.
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3.9 CONFECCAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS

Ap0s a eutanasia dos camundongos, o figado foi removido e lavado com salina. Em
seguida, o lobo inferior (selecionado para a avaliagdo morfoldgica) foi retirado e fixado em
formol 4% em PBS. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em solucGes de alcool
etilico de concentracBes crescentes, banhadas em xilol e incluidas em blocos de parafina
histologica. A partir dos blocos, cortes teciduais de 5 um de espessura foram obtidos utilizando
um micrétomo e coletados em laminas histolégicas, as quais foram coradas com Hematoxilina &
Eosina (HE).

3.10 AVALIACAO HISTOLOGICA

A anélise histopatoldgica do figado € indicio complementar de lesdo hepética, quando
considerado o aumento dos niveis de ALT sérica, mas também fornece informagdes valiosas no
que se refere a morfologia do hepatdcito, localiza¢do da lesdo e tipo leucocitario predominante.
Além da determinacdo das alteracBes celulares sofridas pelo hepatocito, como por exemplo,
vacuolizagdo e caridlise, é possivel avaliar a porcentagem de areas necroticas em relacdo a area
total do corte histoldgico. As laminas histoldgicas foram examinadas em microscopio Optico
(BX41, Olympus) e as imagens obtidas utilizando uma cdmera acoplada (Moticam 2500, Motic)

e o software Motic Image Plus 2.0ML.

3.11 CULTURA CELULAR

Células da linhagem HepG2 (carcinoma hepatico imortalizado) cedidas pela Prof. Maria
de Fatima Leite (Laboratorio de Sinalizacdo de Calcio, ICB, UFMG) foram mantidas a 37 °C em
atmosfera com 5% de CO2, em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100
U/ml de penicilina e 100 pug/ml de estreptomicina. As células foram repicadas na proporcao de
1:4 partes de meio de cultura, a cada 3 dias. Para os experimentos, as células foram plaqueadas
na densidade de 1 x 10° por pogo, em placas de 96 pocos. Todos 0s experimentos envolvendo
cultura celular foram realizados com o auxilio da mestranda Sylvia Amaral do Programa de Pds-

Graduacao em Biologia Celular.
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3.12 INDUCAO DE LESAO POR PARACETAMOL EM CULTURA CELULAR

Como meétodo adicional do estudo da lesdo hepatica por paracetamol e para definir
mecanismos da participacdo de leucocitos nesta doenga, utilizamos uma versdo in vitro do
modelo de faléncia hepética aguda, que se baseia na incubagédo das células HepG2 com APAP.
Avaliando nossos resultados preliminares e os trabalhos de Dai & Cederbaum, e Zhang et al, a
dose padréo de paracetamol escolhida foi 5 mM, e o tempo de anéalise da viabilidade celular a 242
hora ap6s a administragdo de APAP. Os grupos experimentais receberam 150 uL de RPMI sem
soro contendo APAP (concentragdo final 5 mM) e 1% de dimetilsulfoxido (DMSO), enquanto
que o grupo controle recebeu apenas RPMI e DMSO. Este protocolo foi repetido com a adicdo
dos farmacos BOC-1 (100 uM) e DF2156 (10uM) a solugdo contendo APAP, e incubado por 24
horas. Na 202 hora, o sobrenadante foi recolhido para andlises posteriores, sendo substituido por
150 pL de meio RPMI para o ensaio com MTT.

3.13 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Para averiguar a viabilidade celular da linhagem HepG2 realizamos o teste de producéo
de cristais de formazan ap0s incubacdo com o reagente MTT (3,4,5 dimethylthiazol-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide). Apds 20 horas de incubacdo com APAP, os sobrenadantes foram retirados
e 0s pocos preenchidos com RPMI sem soro. MTT foi dissolvido em PBS na concentracdo de 5
mg/mL, e adicionado em um volume total de 15 puL por poco. As placas foram incubadas por 4
horas em estufa a 37 °C 5% CO,. Apds o periodo de incubacdo, os sobrenadantes foram retirados
e os cristais de formazan formados foram solubilizados em 100 uL de DMSO por poco. A
densidade dptica foi lida em um leitor de ELISA a uma absorbancia de 595 nm. Grupos que ndo
receberem APAP foram considerados como 100% viaveis; a viabilidade de cada amostra tratada

foi apresentada como um percentual desta.

3.14 PURIFICACAO DE NEUTROFILOS

Os neutrofilos presentes no sangue venoso de voluntarios foram isolados por meio de um

gradiente de densidade (Ficoll) utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante (Sigma
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Chemical, St. Louis, MO). De forma resumida, a purificacdo de neutrofilos consiste em trés
etapas: 1) Sedimentacdo por centrifugacdo com dextrana, para remocdo da maioria dos
eritrécitos; 2) Lise hipotdnica, para remocdo de eritrdcitos remanescentes e plaquetas; 3)
Sedimentacdo por centrifugacdo em gradiente de densidade, para separar células mononucleares
de polimorfonucleares. Os neutrofilos se localizam na fase inferior do gradiente. Uma proporcao
desejavel de 95% de pureza foi confirmada por esfregaco da suspensdo celular recuperada. Este
protocolo encontra-se em submissdo para avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP)
da UFMG.

3.15 CO-CULTURA DE HEPG2 E NEUTROFILOS PURIFICADOS

Para determinar mecanismos de dano celular mediado por neutréfilos, conduzimos
experimentos de co-cultura da linhagem hepéatica HepG2 com neutréfilos humanos purificados.
Realizamos os experimentos com células tratadas ou ndo com APAP, e incubadas com
quantidades crescentes de neutréfilos (1 x 10 até 1 x 10° neutréfilos por pogo). Tratamentos
farmacoldgicos das células, como o bloqueio de CXCR2 (DF2156A, 10uM) e FPR1 (BOC-1,
100uM) foram aplicados simultaneamente a incubacdo com APAP.

3.16 QUANTIFICACAO DE DNA MITOCONDRIAL CIRCULANTE POR REAL-TIME PCR

A averiguacdo do extravasamento de conteddo mitocondrial durante a necrose
hepatocelular por APAP é um ponto de grande importancia, pois atua como o principal
embasamento para o questionamento da participagdo de DAMPs em nosso modelo. Para tanto,
quantificamos DNA mitocondrial no soro de camundongos submetidos ou ndo a sobredose de
APAP, determinando se DNA mitocondrial e, indiretamente, peptideos mitocondriais s&o
liberados durante a necrose hepética. Para isso, primeiramente realizamos a purificacdo de
mitocéndrias do figado de camundongos, baseado na metodologia descrita por PESTANA et al,
2009. Em seguida, o DNA mitocondrial foi extraido usando fenol, cloroférmio e alcool
isoamilico, e, com o DNA purificado foi confeccionada uma curva-padrdo com concentracfes

variando entre 500 fg a 500 ng para os trés genes mitocondriais avaliados: NADH desidrogenase,
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Citocromo c oxidase e Citocromo B. Como amostras utlizamos 100puL de soro fresco, do qual foi
extraido o DNA utilizando o kit Genomic DNA Purification (Fermentas K0512). As reacdes de
Real-Time PCR foram feitas de acordo com as instrucdes do fabricante, (Applied Biosystems)
com anelamento dos primers a 60°C e 1uL do DNA mitocondrial extraido. Os cycle thresholds
(CTs) coletados foram aplicados nas formulas de regressao linear obtidas das curvas-padrédo dos
genes selecionados. Os resultados foram expressos em ng de DNA mitocondrial por 100uL de
soro. Estes experimentos foram feitos com o auxilio do Pos-Doutorando Frederico Soriani, do

Departamento de Bioquimica e Imunologia.

3.17 ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo entre dois grupos seré feita pelo teste T de Student. No caso de trés ou
mais grupos, o teste sera one-way ANOVA, com pds-teste de Tukey. Se os dados ndo possuirem
distribuicdo normal, o teste de Mann-Whitney (para dois grupos) ou Kruskal-Wallis (para trés ou
mais) seguido do poés-teste de Dunn serdo aplicados. Todos os resultados serdo apresentados
como a média + erro padrdo da média (epm). O nivel de significancia foi definido como p< 0.05.

Os graficos e estatistica serdo feitos com o auxilio do software GraphPad Prism 4.
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4 RESULTADOS

4.1 A SOBREDOSE DE APAP CAUSA LESAO HEPATICA EM UMA MANEIRA DOSE- E TEMPO-
DEPENDENTE

A administracdo de uma sobredose de APAP em camundongos causa necrose hepatica,
medida pelo aumento da atividade da transaminase hepatica alanina aminotransferase (ALT) no
soro sanguineo destes animais. A atividade de ALT aumentou proporcionalmente a dose de
APAP, atingindo seu pico em 500 mg/kg. Utilizando essa mesma dose, observamos que 0 pico

de necrose hepatica ocorre na vigésima quarta hora ap6s a aplicacdo de APAP.
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Gréafico 1 — Aumento dos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) induzido por sobredose de
paracetamol (APAP) em curva dose-resposta (esquerda) e tempo-resposta (direita).

APAP foi administrado por via oral (gavagem), dissolvido em salina aquecida. Os animais (C57BL/6) foram
sacrificados 24 horas ap6s a administracdo de APAP ou nos tempos determinados na curva tempo-resposta. A dose
de APAP na curva-tempo reposta foi 500mg/kg. O asterisco indica diferenga estatisticamente significante (p < 0,05)
entre o grupo controle (C ou 0 hora) e os grupos tratados.
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4.2 A SOBREDOSE DE APAP INDUZ NECROSE HEPATICA GENERALIZADA

Corroborando o0 aumento de ALT sérica de camundongos apds a sobredose de APAP, a
histologia do figado destes animais evidencia uma necrose oncdtica centrolobular intensa e
disseminada por todo o 6rgdo, uma lesdo caracteristica do envenenamento por APAP (JAMES et
al, 2003). E possivel observar graves alteracdes morfoldgicas no parénquima hepatico de animais
tratados, quando comparados a animais que nao receberam APAP. Na area de necrose e seus
arredores h& vacuolizacdo, caridlise e uma desorganizagdo completa da estrutura dos hepatocitos
(FIG. 2B e 2D).
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Figura 2 — Cortes histolégicos representativos do figado de camundongos saudaveis (A e C) ou submetidos a
sobredose de APAP (B e D).

APAP (500mg/kg) foi administrado por via oral (gavagem), dissolvido em salina aquecida. Os animais (C57BL/6)
foram sacrificados 24 horas ap6s a administragdo de APAP e seus figados fixados em formaldeido e processados
para histologia. Cortes de 5pm de espessura foram obtidos e corados com H&E. A escala em menor aumento (A e
B) corresponde a 100pm e em maior aumento (C e D) corresponde a 50pum.
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4.3 O ANTIDOTO NAC PREVINE A LESAO HEPATICA E A DEPLECAO DE GLUTATIONA
INDUZIDA POR SOBREDOSE DE APAP

O aminoécido N-acetilcisteina (NAC) é o tratamento de escolha em casos de intoxicacao
por paracetamol. NAC é o precursor de glutationa (GSH), um tripeptideo antioxidante que é
depletado durante a intoxicacdo. A administracdo de NAC previamente a sobredose de APAP
reduz a necrose hepética, como indicado pelo baixo nivel de ALT sérica, assim como aumenta o
nivel de GSH hepético. Estes resultados indicam que nosso modelo reproduz dados publicados

na literatura e que responde a intervencdes terapéuticas, como aquelas ja utilizadas na clinica.
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Gréfico 2 — O antidoto N-acetilcisteina (NAC) previne o aumento de ALT sérica e a deplegédo de glutationa
hepéatica (GSH) induzidos por APAP.

Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas apds a administragdo de APAP (500mg/kg), administrado por
via oral (gavagem), dissolvido em salina aquecida. NAC (500mg/kg) foi aplicada 1 hora antes de APAP, também
por gavagem. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo controle (C) e o grupo APAP;
# indica diferenca significante entre grupo APAP e grupo APAP+NAC.
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4.4 A NECROSE HEPATICA CAUSADA POR APAP LEVA AO ACUMULO DE NEUTROFILOS NO
FIGADO

A necrose hepatica induzida por sobredose de APAP é acompanhada por infiltracdo de
neutrofilos no figado, quantificada pela atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no tecido.
O influxo de neutrofilos ocorre proporcionalmente a dose de APAP utilizada, atingindo seu pico
também na dose de 500 mg/kg, a mais eficaz em induzir necrose hepatica. O pré-tratamento com
o antidoto NAC previne o recrutamento de neutr6filos para o figado, do mesmo modo que
previne a inducdo de lesdo. A curva tempo-resposta, utilizando a dose de 500mg/kg, revela que o

pico de influxo de neutréfilos coincide com 0 momento de ALT méxima, a vigésima quarta hora.
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Gréafico 3 — APAP leva ao acumulo de neutro6filos no parénquima hepatico de forma dose- e tempo-
dependente, fendmeno que é prevenido com o pré-tratamento com NAC.

O numero de neutrofilos foi estimado pelo ensaio de mieloperoxidase (MPO) tecidual. APAP foi administrado por
via oral (gavagem), dissolvido em salina aquecida. NAC (500mg/kg) foi administrado 1 hora antes de APAP
também por gavagem. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas apds a administracdo de APAP ou nos
tempos da curva tempo-resposta. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo controle
(C) e os grupos tratados; # indica diferenca significante entre grupo tratado com APAP e APAP+NAC.
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45 A MICROSCOPIA INTRAVITAL DO FIGADO DE ANIMAIS TRATADOS coM APAP
CONFIRMA UM INTENSO INFILTRADO NEUTROFILICO

Atraveés da visualizacdo do parénquima hepético pela técnica de microscopia intravital, e
da utilizacdo de camundongos transgénicos que expressam GFP em seus neutrofilos (Lysm-
eGFP), confirmamos que o principal tipo de leucdcito recrutado ao figado é o neutrofilo.
Também observamos que, na 242 hora, o influxo de neutrofilos aparentemente se localiza em
areas circunscritas onde néo se percebe a arquitetura convencional do tecido, ou seja, provaveis

zonas de tecido necrético, como as observadas na Figura 1.

Untreated APAP (500mg/kg)

Figura 3 — Infiltrado neutrofilico no tecido hepatico de animais tratados com APAP, visualizado pela técnica
de microscopia intravital.

Observa-se 0 parénquima hepatico corado em vermelho pela rodamina 6G (0.05%) e neutrdfilos em verde
(camundongo Lysme-GFP). APAP (500mg/kg) foi administrado por via oral (gavagem), dissolvido em salina
aquecida. Os animais tiveram seu figado exposto e visualizado 24 horas apés a administracdo de APAP.
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4.6 DEXAMETASONA REDUZ A LESAO HEPATICA POR APAP EM 34% MAS NAO ALTERA O
INFLUXO DE NEUTROFILOS PARA O FIGADO

A dexametasona é um potente anti-inflamatdrio esteroidal, utilizado na clinica em
transtornos inflamatdrios graves e auto-imunes. Com o objetivo de eliminar o componente
imunoldgico da lesdo hepatica por APAP, pré-tratamos nossos animais com esse medicamento.
Observamos que h& uma inibicdo de aproximadamente 30% da les&o hepatica, medido por ALT,
mas ndo ha alteracdo apreciavel da atividade de MPO. Desse modo, decidimos adotar outra

abordagem mais especifica, a deplecdo de neutréfilos por anticorpo monoclonal (GRAF. 5).
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Gréfico 4 — Pré-tratamento com Dexametasona previne parcialmente a lesdo hepatica induzida por APAP,
sem interferir no recrutamento de neutrdfilos ao tecido.

A lesdo hepética foi estimada pelo aumento de ALT sérica (esquerda) e o nimero de neutréfilos pelo ensaio de MPO
tecidual (direita). APAP (500mg/kg) foi administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. Dexametasona
(DEX, 2mg/kg) foi administrado 1 hora antes de APAP, s.c.. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas
apos a administracdo de APAP. * indica diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo salina e o0s
grupos APAP.
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4.7 A DEPLECAO DE NEUTROFILOS PROTEGE CAMUNDONGOS DA LESAO HEPATICA
INDUZIDA POR APAP

A eliminacdo de neutréfilos com o uso de anticorpo anti-GR1 previne a lesdo hepatica

induzida por sobredose de APAP. Atingimos uma deplecdo de aproximadamente 86% de

neutrofilos circulantes, averiguada por esfregaco sanguineo. Quando submetidos a sobredose de

APAP, camundongos depletados apresentaram uma necrose hepatica 75% menor que a de

animais ndo tratados.
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Gréfico 5 — A deplecéo de neutroéfilos prévia a inducgdo de lesdo por APAP reduz nitidamente o dano hepatico.
A deplecdo foi realizada com anticorpo anti-GR1 (RB6-8C5; 200pg/animal) aplicado i.v., e confirmada por
esfregaco sanguineo (esquerda). O dano hepético foi quantificado pelo nivel de ALT sérica (direita). APAP foi
administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas apds
a aplicacdo de APAP. * indica diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo APAP e 0 grupo
APAP + anti-GR1.
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4.8 A SOBREDOSE DE APAP INDUZ A PRODUGCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS NO FIGADO

As quimiocinas CXCL1 e CXCL2 sdo mediadores estabelecidos como potentes indutores
do recrutamento de neutréfilos, através da ativacdo do receptor CXCR2 nestas células. Na 242
hora apds a sobredose de APAP, observamos um aumento significativo de ambas quimiocinas no
tecido hepatico, o que indica que estas podem ter um papel no recrutamento de neutréfilos para o
figado observado neste modelo (FIG. 2).

Citocinas como IL-1B, TNFa e IL-6 sdo conhecidas por seu papel pro-inflamatorio no
organismo. Observamos que também ha um aumento da concentragcdo de IL-18 e TNFa no
figado, principalmente na 242 apds APAP, acompanhando o aumento de CXCL1 e CXCL2 neste
momento. A concentracdo de IL-6 ndo sofreu variacbes apreciaveis. Estes dados nos indicam
mais uma vez que um processo inflamatério ocorre no figado necrético, o qual pode estar

causando dano excessivo a este tecido.
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Grafico 6 — A sobredose de APAP induz a producdo de quimiocinas ligantes de CXCR2 e citocinas
inflamatorias no figado.

APAP (500mg/kg) foi administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. Os animais (C57BL/6) foram
sacrificados no periodo de 6 a 48 horas ap6s APAP, quando fragmentos de figado foram coletados para extragdo de
citocinas. A quantificacdo foi feita com o kit Quantikine human immunoassay (R&D Systems). * indica diferenga
estatisticamente significante (p < 0,05) entre os valores basais (linha pontilhada) e os grupos APAP.
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4.9 O ANTAGONISMO DO RECEPTOR CXCR2 REDUZ LEVEMENTE A LESAO HEPATICA, MAS
CAUSA UMA REDUCAO MARCANTE NO RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS PARA O FIGADO

O receptor de quimiocinas CXCR2 induz a quimiotaxia de neutréfilos quando ativado por
seus ligantes CXCL1 e CXCL2. O bloqueio deste receptor pelo composto DF2156A inibe
parcialmente a lesdo hepética induzida por APAP, mas reduz em 50% o recrutamento de
neutréfilos para o figado. Este dado é indicativo adicional da participacdo do sistema de

quimiocinas no recrutamento de neutrofilos para a lesdo hepética estéril.
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Gréfico 7 — Pré-tratamento com o antagonista de CXCR2, o composto DF2156A, previne parcialmente a lesdo
hepética induzida por APAP, mas reduz o recrutamento de neutrofilos para o tecido.

A lesdo hepatica foi estimada pelo aumento de ALT sérica (esquerda) e o nimero de neutrdfilos pelo ensaio de MPO
tecidual (direita). APAP (500mg/kg) foi administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. DF2156
(30mg/kg) foi administrado 1 hora antes de APAP, por gavagem. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas
apos a administracdo de APAP. * indica diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo salina e o0s
grupos APAP.
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4.10 O BLOQUEIO DA QUIMIOCINA CXCL1 / KC REDUZ SIGNIFICATIVAMENTE A LESAO
HEPATICA POR APAP E INIBE EM UM TERCO O RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS PARA O
FIGADO

Demonstramos que a quimiocina CXCL1 é produzida no figado necrético apos a
sobredose de APAP (GRAF. 6). O bloqueio da agdo desta quimiocina pelo pré-tratamento com
anticorpo anti-CXCL1 protege os camundongos da lesdo hepatica induzida por APAP e reduz
em 35% o recrutamento de neutréfilos para o tecido. Em conjunto, os dados dos graficos 5, 6, 7 e
8 sugerem que a ativacdo do receptor CXCR2 pelas quimiocinas CXCL1 e CXCL2 é um

mecanismo importante de recrutamento de neutréfilos e inducdo de dano adicional por estas

células durante a leséo hepatica estéril.
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Gréfico 8 — Pré-tratamento com o anticorpo anti-CXCL1/KC, previne a lesdo hepética induzida por APAP e
reduz o recrutamento de neutrdéfilos para o tecido.

A lesdo hepética foi estimada pelo aumento de ALT sérica (esquerda) e o nimero de neutréfilos pelo ensaio de MPO
tecidual (direita). APAP (500mg/kg) foi administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. O anticorpo anti-
KC (10pg/animal) foi administrado 2 horas ap6s APAP, via i.v.. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas
apos a administracdo de APAP. * indica diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo salina e o0s
grupos APAP. # indica diferenca entre o grupo veiculo e anti-KC.
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4.11 ELIMINACAO DO ATP EXTRACELULAR REDUZ O DANO HEPATICO INDUZIDO POR
APAP, MAS NAO ALTERA O INFLUXO DE NEUTROFILOS

Ap0s nossos estudos envolvendo o sistema de quimiocinas, decidimos explorar a questao
de quais DAMPs estariam envolvidos no recrutamento e ativacdo de neutrofilos em nosso
modelo. Considerando os dados previamente publicados pelo nosso grupo (MCDONALD et al,
2010), ATP e peptideos formilados originados de mitocéndrias representam bons candidatos para
mediar tais processos em neutréfilos. Desse modo, primeiramente, avaliamos o papel do ATP
extracelular através da aplicacdo endovenosa da enzima apirase, que degrada este mediador, apds
a aplicacdo da sobredose de APAP. Na auséncia de ATP extracelular, observamos que ha uma
protecdo significativa da lesdo induzida por APAP, apesar de que o recrutamento de neutréfilos
se mantém inalterado.

, * , *
! ! 350~ i i
#
5500+
50004 3004
45004 L 250-
40004 =]
J <
3500 » 200+
30004 =
S
25004 £ 1504
2000 o
< 1004
1500+
—_
1000+ 504
500+
0 " o L]
Saline Vehicle Apyrase Saline Vehicle Apyrase

APAP (500mg/kg)

APAP (500mg/kg)

Gréfico 9 — A degradacdo de ATP extracelular pela enzima apirase reduz a lesdo hepética, mas nao interfere
no recrutamento de neutrdfilos.

A lesdo hepética foi estimada pelo aumento de ALT sérica (esquerda) e o nimero de neutréfilos pelo ensaio de MPO
tecidual (direita). APAP (500mg/kg) foi administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. A enzima
apirase (25 U/animal) foi administrada 2 horas apds APAP, via i.v.. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24
horas ap6s a administragdo de APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo salina
e 0s grupos APAP. # indica diferenca entre os grupos APAP.
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4.12 DAMPS MITOCONDRIAIS SAO LIBERADOS NA CIRCULACAO SANGUINEA DURANTE A
NECROSE HEPATICA INDUZIDA APAP

A lesdo hepética por APAP consiste em uma necrose hepatocelular intensa, que pode
levar a faléncia hepatica aguda (HINSON et al, 2010). Considerando a abundancia de
mitocéndrias em hepatocitos e a extensa necrose que ocorre nestas celulas quando expostas a
APAP, é plausivel supor que o contetdo intracelular, incluindo material mitocondrial, extravase
para 0 meio extracelular e aja como um forte estimulo inflamatério (JAESCHKE et al, 2012).
Levando em conta que peptideos formilados mitocondriais ja foram caracterizados como agentes
quimiotaticos para neutrofilos na lesdo hepatica estéril (ZHANG et al, 2010), é de grande
importancia saber se esse tipo de molécula estd sendo liberada durante a intoxicacdo por APAP.
Desse modo, quantificamos DNA mitocondrial (DNAmit) no soro de camundongos através
técnica de Real-Time PCR, objetivando medir indiretamente a liberacdo de material
mitocondrial, especialmente peptideos formilados. Observamos um aumento extraordinario de
DNAmit no soro de animais tratados com APAP, indicando claramente a liberacdo conjunta de
peptideos formilados no meio extracelular.

0 —e— NADH dehydrogenase 3000+
1 —=—cytochrome B /I 1 NADH dehydrogenase
104 —a—cytochrome C oxidase % == cytochrome B
c E 200o{ M cytochrome C oxidase
82
3 O
>3
X o 10004
S
(@]
2
. — N o =M.
0 6 12 18 24 6h 24h 6h 24h 6h 24h

Hours after APAP (500mg/kg)

Gréfico 10 — A necrose hepética por APAP leva a liberagdo de DNA mitocondrial na circulacdo sanguinea.
DNAmit foi purificado do soro de camundongos e quantificado por Real-Time PCR. APAP (500mg/kg) foi
administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas apds
a administracdo de APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre os grupos.
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4.13 O BLOQUEIO DO RECEPTOR DE PEPTIDEOS FORMILADOS FPR1 CAUSA UMA PEQUENA
REDUCAO DOS NiVEIS DE ALT E INIBE EM 25% O RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS

Peptideos formilados sdo formados na sintese proteica de bactérias ou mitocondrias.
Considerando que trabalhamos com uma lesdo estéril, a Unica fonte de peptideos formilados
seriam mitocondrias. Blogueando o receptor destes peptideos (FPR1) com a droga BOC-1,
obtivemos uma leve reducdo da lesdo hepatica por APAP e o influxo de neutréfilos foi reduzido
em 25%. Estes dados sugerem que peptideos formilados mitocondriais podem estar envolvidos

no recrutamento de neutrofilos na lesdo hepatica estéril.
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Gréfico 11 — O antagonista de FPR1, composto BOC-1, reduz moderadamente a lesdo hepatica por APAP,
mas reduz em 25% o recrutamento de neutrdfilos.

A lesdo hepatica foi estimada pelo aumento de ALT sérica (esquerda) e o ndmero de neutréfilos pelo ensaio de MPO
tecidual (direita). APAP (500mg/kg) foi administrado por gavagem, dissolvido em salina aquecida. BOC-1 (2mg/kg)
foi administrado 1 hora antes de APAP, via i.v.. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas ap6s a
administracdo de APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo salina e 0s grupos
APAP.
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4.14 BOC-1 E DF2156 REDUZEM A PRODUCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS NO FIGADO
DE ANIMAIS SUBMETIDOS A SOBREDOSE DE APAP

Os farmacos antagonistas de FPR1 e CXCR2 (BOC-1 e DF2156, respectivamente), sao
capazes de reduzir a sintese de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias no figado de
camundongos que receberam APAP. O pré-tratamento com BOC-1 inibiu significativamente a
producdo de CXCL1, CXCL2 e TNFa na 24% hora ap6s administracdo de APAP, similarmente a
Dexametasona (DEX) o anti-inflamatoério usado como controle positivo. O bloqueio de CXCR2
reduziu a producdo também das quimiocinas CXCL1 e CXCL2, mas ndo surtiu efeito na

producdo das citocinas avaliadas.
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Gréfico 12 — O antagonismo de FPR1 e de CXCR?2 inibe a producédo de quimiocinas e citocinas inflamatérias
no figado necrotico.

Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas ap6s APAP, quando fragmentos de figado foram coletados para
extracdo de citocinas. Os pré-tratamentos foram aplicados 1 hora antes de APAP: Dexametasona (DEX; 2mg/kg),
BOC-1 (2mg/kg), DF2156 (30mg/kg). * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) em comparagdo
com o grupo controle.
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4.15 O TRATAMENTO COMBINADO COM OS ANTAGONISTAS DE CXCR2 E FPR1 REDUZ
SIGNIFICATIVAMENTE A LESAO HEPATICA E O RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS PARA O
FIGADO

A participacdo de diferentes mediadores, envolvidos em etapas sequenciais do
recrutamento de neutréfilos na lesdo hepética estéril foi sugerida (MCDONALD et al, 2010).
Neste contexto, e considerando os dados desta dissertagdo, quimiocinas ligantes de CXCR2 e
peptideos formilados de origem mitocondrial parecem mediar o recrutamento de neutrofilos para
a lesdo hepatica estéril. Desse modo, realizamos um bloqueio combinado do receptor CXCR2 e
do receptor FPR1 (com DF2156A e BOC-1, respectivamente) em camundongos submetidos a
sobredose de APAP. Observamos que estes animais apresentaram lesdo hepatica e recrutamento

de neutrofilos significativamente menores do que comparados aos seus controles ndo tratados.
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Gréafico 13 — O bloqueio combinado de CXCR2 e FPR1 protege contra a lesdo hepatica e o influxo de
neutroéfilos induzidos por APAP.

Foram utilizados os ensaios de ALT sérica (esquerda) e MPO (direita). DF2156 (30mg/kg) e BOC-1 (2mg/kg) foram
administrados 1 hora antes de APAP, via oral e i.v., respectivamente. Os animais (C57BL/6) foram sacrificados 24
horas apés APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo salina e os grupos APAP.
# indica diferenca entre grupo veiculo e grupo BOC+ DF2156.
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4.16 A TOXICIDADE POR APAP PODE SER REPRODUZIDA IN VITRO NA LINHAGEM CELULAR
HEPG2 DE MODO BASTANTE SIMILAR AO OBSERVADO IN VIVO

O cultivo da linhagem celular hepética HepG2 pode ser utilizado, dentre outras
finalidades, para avaliar a citotoxicidade de substancias e medicamentos em geral. N&o obstante,
APAP em altas concentracBes € toxico para estas células, e reproduz fielmente o perfil ja
observado em nossos experimentos in vivo. APAP inviabiliza células HepG2 de forma dose- e
tempo-dependente, onde a dose de 5mM reduziu em aproximadamente 50% a viabilidade

celular, e promoveu a reducéo de modo mais intenso na 24% hora ap6s incubagéo com APAP.
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Gréfico 14 — Altas concentracdes de APAP inviabilizam células HepG2.

As células HepG2 foram cultivadas e plaqueadas em placas de 96 pocos (1x10° céls/pogo). APAP foi aplicado no
tempo zero, na concentracdo final de 5mM ou a indicada na curva dose-resposta. A viabilidade celular foi medida
pelo ensaio de MTT, iniciado na 20* ap6s APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o
grupo controle (ou zero hora) e os grupos APAP.
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4.17 NEUTROFILOS REDUZEM A VIABILIDADE DE HEPG2 EM CO-CULTURA, A QUAL PODE
SER REVERTIDA PELO TRATAMENTO COM BLOQUEADORES DE CXCR2 E FPR1

Com o objetivo de determinar se neutrofilos sdo capazes de causar dano as células do
figado, realizamos experimentos de co-cultura da linhagem hepatica HepG2 com neutrdéfilos
humanos purificados. Pudemos observar que neutréfilos reduzem a viabilidade de células HepG2
quando cultivados nas proporcdes de 10:1 e 1:1 células HepG2 em relagdo a neutrofilos. Em
ambas as proporgdes, houve uma reducdo significativa da viabilidade celular. De maneira
interessante, os farmacos bloqueadores de FPR1 e CXCR2 (BOC-1 e DF2156) inibiram a
toxicidade mediada por neutrofilos significativamente, chegando até mesmo a superar a
viabilidade do grupo controle (propor¢do 10:1). Além disso, observamos que o tratamento
combinado com BOC-1 e DF2156 possui atividade protetora intrinseca sobre células HepG2, o

gue nos indica um mecanismo ndo-imunologico de protecdo por esses farmacos.
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Gréfico 15 — Neutréfilos causam toxicidade direta as células HepG2, a qual é revertida por bloqueadores de

FPR1 e CXCR2.

As células HepG2 foram cultivadas e plaqueadas em placas de 96 pogos (1x10° céls/pogo), e em seguida incubadas
com neutrofilos humanos purificados de sangue periférico,
HepG2:neutrofilos). APAP foi aplicado no tempo zero, na concentragdo final de 5mM, simultaneamente a aplicacao
dos tratamentos BOC-1 (100uM), DF2156 (10uM) e a incubagdo com neutrofilos. A viabilidade celular foi medida
pelo ensaio de MTT, iniciado na 20% apds APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o
grupo controle (CT) e os grupos experimentais. # indica diferenga significante entre o grupo sem tratamento

(MEDIUM) e os grupos tratados (BOC, DF, BOC+DF).
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4.18 A ADICAO DE NEUTROFILOS POTENCIALIZA A MORTE CELULAR INDUZIDA POR APAP,
QUE E TOTALMENTE REVERTIDO COM O TRATAMENTO COM ANTAGONISTAS DE CXCR2 E
FPR1

Nosso conjunto de dados indicou que neutrofilos aparentemente participam da lesao
hepatica por APAP tanto in vivo quanto in vitro. Para tentar separar com maior clareza o efeito
da combinagdo BOC-1 e DF2156 sobre HepG2 e neutréfilos, realizamos um experimento onde
nossos dois agentes toxicos (APAP e neutrofilos) foram aplicados individualmente ou juntos.
Quando HepG2 recebe APAP ou neutrdfilos ja ocorre uma reducdo de viabilidade significativa,
mas essa reducdo € ainda maior se ambos agentes tdxicos sdo aplicados e incubados em
conjunto. De modo interessante, 0 aumento de viabilidade causado por BOC-1 + DF2156 é
significativo quando aplicado em HepG2 tratadas com APAP na auséncia de neutrofilos,
relembrando seu efeito protetor direto ja observado no Grafico 15. Além disso, este aumento de
viabilidade é ainda maior se HepG2 recebe ambos APAP e neutrofilos, o que nos mostra que
esses dois compostos parecem agir nos dois tipos celulares, revelando um mecanismo de acao

duplo.
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Gréafico 16 — Neutrdfilos potencializam a citotoxicidade promovida pelo APAP, que é revertida pelos
bloqueadores de FPR1 e CXCR?2

As células HepG2 foram cultivadas e plaqueadas em placas de 96 pogos (1x10° céls/poco), e em seguida incubadas
com neutréfilos humanos purificados de sangue periférico, na proporcdo 10:1 HepG2:neutrofilos. APAP foi
aplicado no tempo zero, na concentracdo final de 5mM, simultaneamente a aplicagdo dos tratamentos BOC-1
(100uM), DF2156 (10pM) e a incubagdo com neutrdfilos. A viabilidade celular foi medida pelo ensaio de MTT,
iniciado na 20% apds APAP. * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o grupo controle
(branco) e os grupos experimentais. # indica diferenca significante entre os grupos APAP e APAP+No e seus
respectivos grupos tratados com BOC+DF.
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5 DISCUSSAO

A lesdo hepatica induzida por sobredose de APAP estd relacionada a uma grave e
disseminada necrose hepatocelular, evento onde ha um grande extravasamento de contetdo
mitocondrial e producdo de quimiocinas e citocinas inflamatdrias. Em resposta a isso, ocorre o
recrutamento de neutréfilos para o figado, que € capaz de aumentar o dano hepatico ja presente e
é um fendmeno dependente dos receptores CXCR2 e FPR1. O bloqueio desses receptores reduz
o recrutamento de neutréfilos e sua capacidade de danificar células hepéticas, além de atuar
diretamente aumentando viabilidade das células hepéaticas em resposta a APAP.

O modelo de faléncia hepética aguda por sobredose de APAP ja existe desde a década de
1960 (BOYD & BERECZKY, 1966), sendo atualmente um modelo bastante estabelecido, que
reflete o perfil observado na clinica (BERNAL et al, 2010) e é bastante utilizado para o estudo
da necrose tecidual e mecanismos da inflamacao estéril (ROCK et al, 2010; CHEN & NUNEZ,
2010). Varios mecanismos de metabolismo e toxicidade por APAP foram descritos utilizando
esse modelo, inclusive os meios de morte celular induzidos por esta sobredose quimica
(ANTOINE et al, 2010). Interessantemente, um ponto que se encontra sob debate acirrado na
literatura ha varios anos é a participacdo do sistema imune na geracdo e agravamento do dano
hepéatico por sobredose de APAP. O maior protagonista desta disputa € o neutréfilo, que é
reconhecido por ser recrutado ao figado necrético, mas ainda ndo possui uma funcao estabelecida
neste sitio inflamatorio. O grupo liderado por Neil Kaplowitz relata que células NK, NKT (LIU
et al, 2004) e neutréfilos (LIU et al, 2006; ISHIDA et al, 2006) participam da lesdo estéril
induzida por APAP. Em contrapartida, o grupo do pesquisador Hartmut Jaeschke, que possui
bastante tradicdo no estudo da toxicidade por APAP, publicou uma série de trabalhos
descartando o papel de neutrofilos e do complexo multiproteico conhecido como inflamassoma
nesta doenca (LAWSON et al, 2000; JAESCHKE & HASEGAWA, 2006; WILLIAMS et al,
2010; WILLIAMS et al, 2011).

Para estudarmos a participacdo de neutrofilos na lesdo hepatica estéril induzida por
APAP padronizamos uma dose capaz de causar uma lesdo hepatica apreciavel (500mg/kg) e
avaliamos a cinética desta lesdo hepatica ao longo do tempo, percebendo que o pico da leséo foi
a 24 hora (GRAF.1). A necrose hepatica por APAP possui algumas caracteristicas especificas,

como a localizacdo centrolobular da necrose. O mecanismo desta localizagdo especifica ainda
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ndo foi esclarecido completamente, mas acredita-se que tenha relacdo com o repertdrio
enzimatico dos hepatdcitos desta area (LEE, 2003). Como evidenciado na Figura 2, a avaliagdo
dos cortes histoldgicos confirmou a correta inducdo de lesdo hepatica por APAP, com a
localizacdo e as alteracGes morfoldgicas esperadas (vacuolizagdo, caridlise e necrose oncética).
Como mencionado anteriormente, o uso de N-acetilcisteina (NAC) ja é comum em intoxicacdes
hepaticas de diversas naturezas, inclusive por APAP. Ao pré-tratarmos nossos animais com esse
antidoto, observamos uma reducéo intensa dos niveis de ALT (GRAF.2), um dado compativel
com o que ja é observado na clinica, e que nos indicou que estavamos trabalhando com um grau
de intoxicacdo e lesdo hepética relativamente moderado, ainda permissivel a intervencdes
terapéuticas. Vale ressaltar que o objetivo deste trabalho ndo € tentar sugerir uma terapéutica
para a substituicdo de NAC, mas sim oferecer uma opcao terapéutica para suprir a ineficacia de
NAC apo6s o periodo inicial da intoxicagdo por APAP.

De modo interessante, ao avaliarmos o influxo de neutréfilos por MPO nas diferentes
doses e tempos apo6s APAP, observamos a presenca de neutrofilos no figado, ja relatada por
outros pesquisadores, mas percebemos que a curva de influxo de neutrofilos tinha um perfil
bastante similar a curva de ALT (lesdo hepética), tanto em termos de dose de APAP quanto de
tempo (GRAF.3). E, se os animais fossem pré-tratados com o antidoto NAC, capaz de reverter
completamente a lesdo hepatica, tal recrutamento de neutréfilos ndo ocorria, mostrando que o
recrutamento depende da ocorréncia de lesdo e ndo de um efeito colateral de APAP. Adotando
uma metodologia mais direta, nos certificamos da presenca de neutréfilos no parénquima
hepatico através da técnica de microscopia intravital, onde foi possivel visualizar diretamente um
grande numero de neutréfilos no tecido (FIG.3). Curiosamente, os neutrofilos pareciam se
localizar no interior de zonas escuras (sem marcacdo de células viaveis), onde apresentaram
movimentacdo ativa e constante (dados ndo mostrados), o que nos indicou que existem
moléculas capazes de recrutar e provavelmente ativar neutrofilos neste meio. Em conjunto, os
dados foram fortes indicativos de que existe uma correlagdo entre 0s processos de necrose
hepatica e de recrutamento de neutrofilos para o figado.

Em busca de um modo para excluirmos a atividade de neutrofilos durante a inducdo de
lesdo por APAP, realizamos dois experimentos, empregando o potente anti-inflamatério
esteroidal dexametasona ou a neutropenia induzida por anticorpo monoclonal. Examinando o

Grafico 4 podemos ver que o tratamento com dexametasona reduz parcialmente a lesdo por
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APAP, mas ndo ha alteracdo no influxo de neutrdfilos. O efeito protetor observado
provavelmente deriva de efeitos metabolicos diretos da dexametasona em hepatocitos, além de
qualquer outro efeito imunolégico deste farmaco ndo diretamente relacionado a neutrofilos.

Em contraste com a inespecificidade da dexametasona, adotamos uma metodologia ja
realizada em trabalhos relacionados a nossa area (L1U et al, 2006; ISHIDA et al, 2006), que foi a
deplecédo de neutrofilos por aplicacdo de anticorpo monoclonal (anti-GR1, clone RB6-8C5). De
acordo com o Gréfico 5, obtivemos uma deplecdo de aproximadamente 90% de neutrofilos
circulantes, e uma reducdo marcante de 75% dos niveis de ALT, o que nos leva a concluir que
neutrofilos estdo de fato contribuindo para o dano hepatico. Esses dados estdo de acordo com 0s
trabalhos publicados anteriormente na literatura, onde inclusive foi feito o uso de anticorpo
isotipo em dose equivalente e nenhum efeito significativo foi observado. Apesar de que esta
técnica é largamente aceita como modo de eliminar a interferéncia de neutrofilos em algum
fendbmeno a ser estudado, alguns trabalhos propuseram mecanismos alternativos que
desconsiderariam tal suposi¢cdo (JAESCHKE, 2006; JAESCHKE & LIU, 2007). Estes autores
afirmaram que o uso de anticorpo indutor de neutropenia, como o anti-GR1, levaria a uma
opsonizacdo destas células, seguida de sua remocdo nos sinuséides hepaticos por fagocitose
pelas células de Kupffer. Esta fagocitose causaria uma producdo momentanea de mediadores
inflamatdrios pelas células de Kupffer, mediadores tais que induzem genes protetores como
heme oxigenase 1 (HO-1) e metalotioneina 1 e 2 (MT-1, MT-2) em hepatocitos, fazendo com
que estas células sejam menos susceptiveis a toxicidade por APAP. Além disso, um trabalho
recentemente publicado por Shi e colaboradores (2011) relatou que o anticorpo anti-GR1 (RB6-
8C5) é também capaz de depletar mondcitos inflamatorios circulantes Ly-6C*. Esta populagio
celular pode ser rapidamente recrutada para sitios inflamatorios, expressa NADPH oxidase e
produz TNFa. Considerando sua possivel importancia na inflamagdo do figado necrotico e
sabendo que popula¢des monociticas circulantes sdo recrutadas para o figado apés APAP (HOLT
et al, 2008), os dados de deplecdo de neutréfilos devem ser interpretados com um pouco de
cautela. Nao obstante, utilizamos outros modos para reduzir a atividade de neutrofilos e
confirmar sua participacao nesta doenca, como o blogueio da acdo de quimiocinas.

A inflamac&o hepatica decorrente da sobredose de APAP é bastante descrita na literatura.
Levando em conta essa informacdo e os dados coletados nesta dissertacdo, € de grande

importancia que os mecanismos pelo qual esta inflamacéo decorre sejam definidos, expondo
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alvos para uma terapéutica alternativa e mais eficaz. Assim, decidimos quantificar alguns
mediadores inflamatorios estabelecidos, como as citocinas IL-1B, IL-6, TNFa e as quimiocinas
CXCL1 e CXCL2, cujo papel no recrutamento de neutrofilos é bastante descrito (GRAF.6)
(ZLOTNIK et al, 2006). Para nossa surpresa, 0S aumentos mais claramente observaveis
ocorreram nos niveis das quimiocinas CXCL1 e CXCL2, seguido do aumento um pouco menos
expressivo de IL-1p e TNFa, citocinas pivotais no desenvolvimento de praticamente qualquer
resposta imune, responséveis por fendmenos como ativacdo endotelial, influxo leucocitério e
expressdo de genes que coordenam a resposta inflamatoria (ex.: COX-2, iNOS). De maneira
surpreendente, todos os picos dos mediadores inflamatérios dosados coincidiram com a 24° hora
apos APAP, nos indicando que realmente estamos trabalhando no apice da resposta inflamatoria
em nosso modelo. As quimiocinas CXCL1 e CXCL2 sdo homologos murinos da CXCL8
humana, mas dividem as mesmas funcGes em seus respectivos organismos quando se ligam ao
receptor CXCR2 presente em neutrofilos. Estas sdo: desgranulacdo, influxo de calcio, explosao
respiratoria (producdo macica de espécies reativas de oxigénio via NADPH oxidase) e
quimiotaxia (RIOS-SANTOS et al, 2007; MANTOVANI et al, 2011). Assim, o blogueio da agéo
destes mediadores pode ser um modo bastante eficaz de reduzir a chegada de neutréfilos na lesao
hepatica por APAP, mas também pode reduzir a ativacdo dos mecanismos danosos por estas
celulas no tecido.

Seguindo esta linha de raciocinio, realizamos um experimento onde os camundongos
foram tratados com o antagonista de CXCR2, composto DF2156 (GRAF.7). Observamos uma
reducdo moderada da lesdo hepatica, mas uma reducdo de 50% do influxo de neutrofilos,
ressaltando o papel do receptor CXCR2 como responsavel pelo recrutamento de neutrofilos neste
modelo e um papel funcional de seus ligantes CXCL1 e CXCL2, cuja produgédo no parénquima
hepatico nestas condicdes ja foi demonstrada nessa dissertagdo (GRAF.6). Buscando definir com
ainda mais clareza que o eixo CXCL1/CXCL2 — CXCR2 esta envolvido na patogénese da lesdo
hepética por APAP, adotamos um método alternativo de validacdo do resultado, que foi o
bloqueio do mediador, no caso CXCL1, por uso de anticorpo anti-CXCL1. De maneira notavel,
houve uma reducédo significativa da lesdo hepatica e de 35% do influxo de neutrofilos. Isso
deixou claro que CXCL1 e CXCLZ2, ativando seu receptor CXCR2 participam do recrutamento
de neutrofilos neste modelo. Uma observacéo interessante foi que a administracdo de anticorpo

provavelmente causou um efeito Fc-dependente (evidenciada pelo grupo isotipo controle 1gG1)
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que inibiu a lesdo por APAP, mas ainda sim o grupo anti-KC encontra-se mais reduzido que seu
controle 1gG1 e significativamente menor que o grupo APAP ndo-tratado. Vale lembrar que
estamos tratando de um tipo de lesdo complexa, em que inimeros mediadores, seus respectivos
receptores, e varios tipos celulares estdo envolvidos, de modo que a participacdo de apenas um
tipo de mediador (como quimiocinas) € bastante improvavel. Ainda assim, baseado em nossas
varias abordagens experimentais do sistema de quimiocinas, podemos afirmar que CXCL1,
CXCL2 e seu receptor CXCR2 estdo envolvidos na lesdo hepética e recrutamento de neutrofilos
induzido por APAP.

A abordagem do sistema de quimiocinas foi seguida pela avaliacdo do papel de DAMPs
na necrose hepatica induzida por APAP. O papel potencial de DAMPs foi evidenciado em uma
série de trabalhos, como mencionado anteriormente (MCDONALD et al, 2010; CHEN &
NUNEZ, 2010), de modo que avaliamos a participacdo de ATP e de peptideos formilados em
nosso modelo. A eliminacdo de ATP extracelular pela enzima apirase reduziu significativamente
a lesdo mas ndo alterou o influxo de neutrofilos, o que indica um efeito direto de ATP ou seus
produtos de degradacdo (ADP e AMP) sobre hepatdcitos, células que sabidamente expressam
receptores purinérgicos em sua superficie (BELDI et al, 2008). Houve uma contradicdo entre
nossos resultados e os apresentados por McDonald e colaboradores (2010), onde a eliminacédo do
ATP em modelo de lesdo estéril focal reduziu o recrutamento de neutréfilos para o figado. Em
contrapartida, em nosso modelo estamos tratando de uma leséo necrdtica extensa e disseminada
pelo 6rgdo (FIG.2) onde talvez o papel de outros DAMPs, como os de origem mitocondrial
sejam mais proeminentes.

A quantificacdo de DAMPs mitocondriais é bastante nova e até 0 momento pouco
explorada. Atualmente é possivel quantificar DNA mitocondrial em soro (ZHANG et al, 2010),
mas ainda ndo existe método para dosar peptideos mitocondriais livres. Com isso, objetivando
determinar indiretamente se peptideos mitocondriais sdo liberados para o meio extracelular,
utilizamos o método de dosagem de DNA mitocondrial no soro dos nossos camundongos
tratados com APAP. De maneira interessante, houve um aumento da concentragdo de DNA
circulante de até 2000 vezes em relacdo aos valores basais (GRAF.10). Isto foi evidencia clara
que peptideos e DNA mitocondrial estdo sendo liberados do interior de hepatdcitos, ja que os
mesmos sdo células bastante ricas em mitocondrias. Este dado nos levou a pesquisar o efeito de

peptideos formilados na lesdo hepatica, mas abriu uma grande questdo que esta sendo abordada
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separadamente pelo nosso grupo, que seria o efeito de tal quantidade de DNA mitocondrial livre
no organismo. Sabe-se que ele € um agonista do receptor TLR9, possuindo entdo grande
potencial pré-inflamatério tanto localmente como sistemicamente. Em 2009, Imaeda e
colaboradores reportaram que o receptor TLR9 é importante durante a necrose hepatocelular por
APAP, pois é ativado por DNA apoptotico de origem gendmica, funcionando como um passo
ativador do inflamassoma NLRP3 e da inflamacéo estéril. Curiosamente, nenhum trabalho até o
momento abordou o papel de DNA de origem mitocondrial ou suas possiveis implicagdes na
inflamacdo sistémica nas areas de pesquisa em lesdo necrdtica e faléncia hepética aguda,
deixando uma lacuna bastante importante a ser preenchida.

Sabendo que peptideos formilados mitocondriais estdo sendo liberados no meio,
realizamos o bloqueio de seu receptor putativo, FPR1, com a droga BOC-1 (GRAF.11). O
receptor FPR1 é extensivamente conhecido por sua capacidade quimiotatica em neutrofilos, mas
sua ativacao também estimula a geracdo de espécies reativas de oxigénio e desgranulacdo (YE et
al, 2009). Pudemos notar que este tratamento reduz a lesdo hepatica e o influxo de neutréfilos
para o figado similarmente ao bloqueador de CXCR2 (DF2156), apesar de que o fez com uma
intensidade menor que este bloqueador. Em contraste, ao avaliarmos a producdo de quimiocinas
e citocinas no figado de camundongos que receberam APAP (GRAF.12), o tratamento com
BOC-1 foi mais eficaz em inibir a producao destes mediadores do que DF2156, indicando que a
ativacdo de FPR1 leva a eventos de ativacdo celular adicionais a geracdo de espécies reativas e
desgranulacdo, como a producdo de diversos mediadores inflamatérios. Entretanto, estes
farmacos podem agir de forma complementar um ao outro para reduzir a gravidade da lesdo e a
inflamacdo hepatica, afinal ambos bloqueadores inibem os mesmos fendmenos em neutrofilos
(quimiotaxia, geracdo de espécies reativas de oxigénio e desgranulacdo), fazendo com que seu
uso em conjunto seja promissor.

Apesar de sua capacidade imunoestimulatéria, a logica inicial por trds da participacao de
FPR1 e peptideos formilados vém da cascata descrita por McDonald e colaboradores (FIG.1),
sendo este 0 passo necessario para que os neutrofilos adentrassem as zonas necroticas e
avasculares, onde o gradiente de quimiocinas ndo alcanca. Seguindo este raciocinio, utilizamos
o0s antagonistas de CXCR2 e FPR1 em conjunto, bloqueando as duas etapas propostas na cascata
de recrutamento para a lesdo necrética estéril (GRAF.13). De maneira marcante, nosso

tratamento foi capaz de inibir significativamente a lesédo hepatica e o influxo de neutrofilos
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causado pela sobredose de APAP, oferecendo um forte indicio de que estas duas vias estdo
envolvidas no recrutamento de neutréfilos in vivo, durante a necrose hepatica aguda induzida por
sobredose de APAP. Provamos também que tal cascata é valida para outros graus de necrose
hepética além da focal, e Util para o tratamento de um problema de salde bastante grave, a
faléncia hepatica aguda. Contudo, é dificil dissociar a reducédo dos fenémenos de recrutamento e
de ativacdo do neutrofilo (para a geracao de espécies reativas ou desgranulacédo, por exemplo),
afinal a falta de ativacdo do neutrofilo pelo bloqueio de FPR1 e CXCR2 poderia reduzir a meia-
vida do neutréfilo no tecido ou mesmo deixa-lo susceptivel a morte por apoptose.

Experimentos in vivo sdo muito Uteis na ciéncia basica, mas definir mecanismos em um
meio tdo complexo é dificil. Neste contexto, a cultura celular permite isolar os componentes de
interesse em uma composicao conhecida, e por isso a utilizamos para estudar o efeito dos nossos
farmacos diretamente em células imortalizadas de origem hepatica (HepG2) ou neutrdfilos
humanos purificados. No Grafico 14 ¢é possivel observar uma representacdo in vitro do nosso
modelo de faléncia hepatica em camundongos, no qual a inviabilizacdo celular por APAP
inclusive chega ao nivel mais alto observado na 24% portanto sendo aparentemente
representativo do que ja observamos no modelo in vivo.

Nos Gréaficos 15 e 16, testamos separadamente e em conjunto 0s agentes que
especulamos serem o0s responsaveis pela toxicidade hepatica observada durante a faléncia
hepéatica aguda, paracetamol e neutr6filos, assim como o efeito dos bloqueadores BOC-1 e
DF2156 quando aplicados apenas em HepG2 ou em co-cultura com neutréfilos. Como
mencionado no inicio do topico Discussdo, ha grande debate sobre o que o neutréfilo estaria
fazendo nos sitios de inflamacéo estéril no figado, e para a nossa surpresa, ao incubarmos HepG2
com neutrdfilos observamos uma queda de viabilidade dependente do nimero de neutréfilos em
cultura, mostrando que estas células tém a capacidade de serem toxicas a células hepaticas
(GRAF.15). Tais experimentos de co-cultura ja foram demonstrados em vérios trabalhos, onde
inclusive se fez uso de agentes estimulantes para induzir o dano mediado por neutréfilos, no caso
f-MLP, IL-8 e PMA (MAVIER et al, 1988; HARBRECHT et al, 1993). Além disso, varios
dados indicaram a necessidade de contato direto entre as células para que ocorra toxicidade,
hipétese que poderemos confirmar repetindo o experimento com insertos transwell para

separagdo das celulas em co-cultura. De modo interessante, o tratamento com BOC-1, DF2156
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ou ambas as drogas simultaneamente, foi capaz de aumentar a viabilidade de células HepG2
expostas a neutrofilos, confirmando in vitro nossas observaces no modelo animal.

Os compostos BOC-1 e DF2156 sozinhos néo tiveram efeito direto na viabilidade de
HepG2 controle (dados ndo mostrados) ou tratada com APAP (GRAF.15), mas quando os dois
farmacos sdo aplicados juntos eles aumentam a viabilidade de HepG2 tratada com APAP.
Corroborando este dado, o receptor FPR1 é expresso ndo apenas por neutrofilos, mas também
por células de Kupffer e hepatdcitos (YE et al, 2009), enquanto que CXCR2 é expresso por
neutréfilos e hepatocitos (SAHIN et al, 2010). Isto nos indicou que o efeito benéfico de BOC-1 +
DF néo se restringe a neutréfilos, agindo também diretamente sobre as células hepéaticas HepG2
para promover sua protecao.

Ao incubarmos as células HepG2 com APAP e neutréfilos ao mesmo tempo, pudemos
observar que a viabilidade foi ainda mais reduzida (GRAF.16), apoiando nossas suposi¢des sobre
0 dano adicional mediado por neutréfilos ao figado sob sobredose de APAP. Porém, um
resultado um tanto quanto espantoso foi 0 enorme aumento de viabilidade das células HepG2 que
receberam APAP e neutrofilos, mas foram tratadas com a combinagdo BOC-1 + DF. A diferenca
de viabilidade entre este grupo e seu controle (HepG2 + APAP + Neutrofilos) é de
aproximadamente 100%. Este aumento espantoso pode ser um artefato devido a contribuicao dos
neutrofilos para o metabolismo de MTT, mas de qualquer modo a diferenca entre 0s grupos
ressalta o potencial protetor do tratamento com BOC-1 + DF, que parece agir tanto em células
hepéaticas quanto nos neutrofilos em si, e reflete os resultados positivos observados em
camundongos.

Concluindo a discussdo dos dados, inUmeras questdes foram deixadas em aberto, das
quais as respostas ainda sdo de grande valia: como o papel inflamatério do DNA mitocondrial
circulante, o mecanismo efetor especifico do neutréfilo que desencadeia o dano mediado por esta
celula ao tecido, ou mesmo a participacao de outros tipos celulares que ndo o neutroéfilo, como as
células de Kupffer e células de Ito na patogénese da necrose por APAP. Por fim, deixamos entdo
uma potencial estratégia terapéutica para doengas que envolvam a necrose hepéatica, como a
faléncia hepatica aguda, e para tantas outras enfermidades que compartilham do componente da

inflamacdo estéril em sua patogénese.
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6 CONCLUSOES

Considerando os dados obtidos e discutidos nesta dissertacdo, podemos concluir que:

Neutrofilos participam do processo de necrose hepatica induzida por APAP, pois eles séo
recrutados para o figado necrético e, ao depletarmos este tipo leucocitario, reduzimos
significativamente a lesdo hepética causada por APAP. Além disso, 0 seu recrutamento
para o figado necrotico é prejudicial, pois neutréfilos diminuem a viabilidade de células
HepG2 quando mantidos em co-cultura com as mesmas.

H& um intenso processo inflamatoério ocorrendo no figado necroético, havendo a producéo
das quimiocinas e citocinas inflamatorias CXCL1, CXCL2, IL1B, IL-6 e¢ TNFa,
juntamente com a liberacdo de DAMPs mitocondriais para o meio extracelular.

O receptor de quimiocinas CXCR2 e o receptor de peptideos mitocondriais FPR1
representam grandes alvos terapéuticos para a faléncia hepéatica aguda, pois seu bloqueio
é capaz de reduzir a gravidade da lesdo hepatica por sobredose de APAP, inibindo o
recrutamento de neutrofilos para o figado necroético, a toxicidade in vitro mediada por
estas células, a producdo de quimiocinas e citocinas inflamatorias e por ter efeito protetor

direto sobre células hepaticas.
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