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RESUMO

O figado € um 6rgdo que desempenha fungbes ind&peis a vida, como o controle
metabolico, sintese de proteinas plasmaticas &itiedgdo de compostos quimicos, toxinas e
drogas. Com isso, ele esta sujeito a ocorrénciedes tipos de lesdo, como as induzidas por
agentes quimicos. O paracetamol (APAP), um analgésiantipirético de uso comum, é
capaz de causar lesdo hepética se administradttasrdases, levando até mesmo a faléncia
hepatica aguda (FHA), um transtorno fatal que pravmilhares de mortes anualmente e é
responsavel por 50% de todos os transplantes hep&to mundo. Ja foi descrito que durante
a morte celular por sobredose de paracetamol ha desequilibrio na homeostase
mitocondrial que culmina na morte do hepatdcitoEmrose e consequente liberacdo do seu
conteudo intracelular, como por exemplo, peptidéosnilados, DNA mitocondrial,
HSP (proteina de choque térmico) e ATP (adenosioafato). O ATP é secretado a partir de
hepatdécitos sob condicdes fisioldgicas e desempemhpapel importante na modulacdo das
fungBes do figado, através da ativacdo de receppamnérgicos. De maneira interessante, as
grandes concentracdes de ATP extracelular, comergdido durante a necrose, desencadeam
ativacdo de respostas inflamatérias que contribpana a progressdo da lesdo hepatica,
porém ainda ndo esta demonstrado quais 0s recemgarmérgicos estdo envolvidos, bem
como a funcdo diferencial destes receptores nandi@éhepética aguda induzida por
sobredose de APAP. Ja € conhecido que a homegstgadicada do calcio € uma marca
caracteristica da hepatotoxicidade induzida poageamol (APAP), uma vez que o ATP
induz a mobilizagdo dos estoques intracelularesedies. Dessa forma, nosso trabalho
avaliou se a liberagcéo exacerbada de ATP duraméera@se induzida por paracetamol poderia
promover aumento da lesdo hepatica. De acordo cenmossos resultadas vivo, o
tratamento com sobredose de APAP resultou em eadeéseas de necrose no figado,
infiltracdo macissa de neutréfilos e grandes areas perfundidas, bem como o
desencadeamento da inflamacgé&o sistémica. No figamties efeitos foram significativamente
revertidos apos o metabolismo de ATP por uma ATRas@elo bloqueio de receptores
purinérgicos, mas nenhum dos tratamentos impedimfeamac&o pulmonar, o que sugere
pensar que a sinalizacao purinérgica contribuodad paracrina no figado. Corroborando os
nossos resultados, experimentos realizadositro demonstraram que o tratamento com
APAP induz perda da viabilidade celular e de fompantitativa o PCR em tempo real

mostrou que a incubacéo de células HepG2 com ARARe@mtou o nivel de expressao de
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varios receptores purinérgicos, o que pode expéidaperesponsividade ao ATP extracelular.
Este fenotipo foi confirmado através de experimemaalizados em seres humanos usando
biopsias de figado de pacientes diagnosticadosimsuficiéncia hepatica fulminante. Nossos
dados nos direcionam a pensar que sob condictel®giabds, o ATP pode atuar ndo s6 como
um ativador do sistema imune, mas também atua deiragparacrina e autdécrina como um

DAMP citotoxico, principalmente por desrregularanteostase intracelular de célcio.

Palavras-chave: Lesdo hepatigainflamacao estéril, paracetamol, sinalizacdo pugicd,
morte celular, sistema imune e inflamacao.
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ABSTRACT

The liver is an organ that performs functions esakno life, such as metabolic
control, plasma protein synthesis and detoxificatb chemicals, drugs and toxins. With that,
he is subject to the occurrence of various typesjafy, such as those induced by chemical
agents. Acetaminophen (APAP), an analgesic angyaetic in common use can cause liver
damage if taken in high doses, even leading toedoer failure (FHA), a fatal disorder that
causes thousands of deaths annually and is regpomsi 50% of all liver transplants in the
world. It has been reported that during cell deayhoverdose of paracetamol there is an
imbalance in the culminating in mitochondrial horsiasis hepatocyte death by necrosis and
consequently release their intracellular contesuish as formylated peptides, mitochondrial
DNA, HSP (heat shock protein) and ATP (adenosiiEhdsphate). ATP is secreted from
hepatocytes under physiological conditions and play important role in modulating the
functions of the liver, through activation of puwngic receptors. Interestingly, higher
concentrations of extracellular ATP, as observedthie necrosis, unleash activation of
inflammatory responses that contribute to the gsgjon of liver injury, but has not yet been
established which purinergic receptors are invohasl well as the differential function of
these receptors in acute liver failure induced tgrdose of APAP. It is already known that
impaired calcium homeostasis is a feature of hepsity induced by acetaminophen
(APAP), since ATP induces the mobilization of icgHular stores this ion. Thus, our study
evaluated whether ATP release during necrosis edlury acetaminophen could directly
contribute to activation of cellular immune respnpromoting increased liver injury. In
accordance with our in vivo results, treatment WABPAP overdose resulted in extensive areas
of necrosis in the liver and neutrophil infiltratianacissa not perfused large areas and the
onset of systemic inflammation. In the liver, thedtects were significantly reversed after
ATP metabolism by one or ATPase at block purinergmeptors, but none of the treatments
prevented the pulmonary inflammation, suggestinokththat the purinergic signaling
contributes paracrine liver. In corroboration ofr dndings, experiments performed in vitro
have shown that treatment with APAP induces losselif viability and quantitatively the
real-time PCR showed that incubation of HepG2 ceite APAP increased the expression of
several purinergic receptors, which may explainhiperesponsividade to extracellular ATP.
This phenotype was confirmed by experiments usingidn liver biopsies of patients
diagnosed with fulminant hepatic failure. Our dasaleading us to think that under
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pathological conditions, ATP can act not only asaativator of the immune system, but also
plays an autocrine and paracrine as a DAMP cytofomiainly desrregular intracellular

calcium homeostasis.

Keywords: liver injury, sterile inflammation, acetaminophee]l death, purinergic signaling,

immune system and inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. O FIGADO

O figado é uma glandula anexa ao tubo digestivonstitui 0 6érgdo mais volumoso
do organismo, pesando cerca de 1500 gramas em wuimus®no adulto. Esse 6rgdo se
localiza na cavidade abdominal logo abaixo do d@fra, onde recebe um suprimento
sanguineo duplo, do qual 80% é sangue advindo idgpeeta, rico em nutrientes absorvidos
no intestino e pouco oxigenado, enquanto que 09PVW0% constituem sangue rico em
oxigénio, fornecido pela artéria hepatica. Essaturas sanguinea circula pelo figado
lentamente, a baixa pressao de perfusdo e tensaagdmio, através de uma rede de capilares
sinusoides bastante desenvolvida. O figado é diwieim |6bulos, os quais contém a célula
metabolica funcional, o hepatoécito. Estas célubasrganizam em corddes entremeados pelos
sinusoides, e se estendem do limite do l6bulo, sedecalizam os espacos porta, até o vaso
central nomeado veia centrolobular. Os espacos poritém ramos da artéria hepética, veia
porta e ducto biliar, sendo que o fluxo sanguinatepdesta estrutura e segue em direcdo a
veia centrolobular e vasos subsequentes, chegdada #eia hepatica e deixando o 6rgao
(Junqueira & Carneiro, 2008).

A organizacao funcional e fluxo sanguineo Unicdigado permitem que ele realize
inUmeras atividades. Dentre elas estdo funcdes bdletas, catabodlicas, excretoras,
secretoras, de sintese e de armazenamento. O fégadpaz de, por exemplo, controlar a
homeostase de glicose, sintetizar albumina e fatdee coagulacdo, remover amoénia do
sangue, armazenar glicogénio, triglicerideos, fernataminas, e sintetizar e secretar a bile.
Além disso, o figado, ou mais especificamente catdito, € conhecido por sua notavel
capacidade de degradar e detoxificar compostofy @mdogenos quanto exdgenos. Nesta
lista estdo hormonios esterbides, proteinas sérit@snacos, toxinas, contaminantes
ambientais, &lcool e até produtos de degradac¢derizat originados do trato gastrointestinal
(Thomson & Knolle, 2010).

Considerando todas essas fun¢bes, ndo é por meeodogncas que acometam o
figado sejam de grande importancia médica e levenpiéntemente a morte. A faléncia
hepética aguda (FHA), por exemplo, estad relacionadalto custo financeiro e alta
mortalidade (Bernadt al,2010), e mesmo que um transplante hepatico de gémea esteja
disponivel, mais de 20% dos pacientes ndo sobmviwe ano apos o procedimento, em

paises europeus (Wigg al,2005).
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1.2. FALENCIA HEPATICA AGUDA (FHA)

A faléncia hepéatica aguda € a manifestacdo deiangiilbita e severa que acomete o
figado podendo ser desencadeada por causas vaWad@&$A provoca milhares de mortes
anualmente e é responsavel por grande parte deplaates hepaticos no mundo (Kledral,
2006). Ela foi definida em 1970 como um distUrbaiemcialmente reversivel, resultado de
dano hepatico severo, associada ao comprometinentqualquer grau de encefalopatia
hepatica (Trey & Davidson, 1970). Atualmente, riaich e na pesquisa, ela € considerada um
distarbio onde ha necrose hepatocelular com petgasa da funcdo hepética, levando a uma
rapida e progressiva faléncia multipla de érgasso@ada a encefalopatia (Bhaduri & Mieli-
Vergani, 1996). Os sinais clinicos dessa doencabsé&o amplos, e inclui perda de peso e
massa muscular, ictericia, perda do controle glic@mcoagulopatia, acidose latica,
hiperamonemia, lesdo pulmonar aguda, hipotensawreetite, faléncia renal, supressédo da
medula 6ssea e da atividade leucocitaria, edenebredr encefalopatia, dentre outros (Bernal
et al,2010).

A FHA pode ter varias causas, mas as principais usio de drogas/farmacos e
infecgBes virais. Os virus da hepatite A, B e E s8oprincipais causadores de faléncia
hepatica em paises em desenvolvimento, enquanto ajuéaléncia induzida por
drogas/farmacos prevalece nos EUA e Europa. Deas®es farmacos destaca-se a
hepatotoxicidade induzida por paracetamol, quegméta nos EUA e cresce em incidéncia
em varios paises (Berngt al,2010).

As opcoes terapéuticas para FHA sdo bastante asc&esa doenca ainda néo estiver
em um estagio avancado, intervencdes a fim dedinitdano tecidual podem ser realizadas
junto a unidade de tratamento intensivo, como 0 deoglicocorticoides em hepatites
autoimunes (Ichagt al,2007), ou antivirais como lamivudina e acicloviugKaret al,2007),
se este for o caso. Carvao ativado e N-acetilost@NIAC) séo as terapias estabelecidas para
0s casos de lesdo hepatica induzida por medicanoentivoga, especialmente em casos de
sobredose de paracetamol, no qual a NAC € a mihapia disponivel (Saitet al,2010). O
tratamento de pacientes com FHA induzida por AP&i BIAC mostra-se eficaz mesmo em
tempo superior & 10 horas da sobredose (Prestalf 1977; Rumaclet al, 1981), sendo
validado por Prescott (1996) que o antidoto teroaefa até 24 horas apos a sobredose de
APAP, mesmo em casos de uma ingestao muito eleCaadLdo para os pacientes com FHA
em estagio avancado, a Unica opcao para tratarefgiiteo € o transplante hepatico, sendo de

extrema importancia a rapida identificacdo dos gudes que ndo conseguirdo de forma
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satisfatéria uma regeneracdo baseada em medicanpara que as chances de um
transplante bem sucedido aumentem (Beeball, 2010 ). A mortalidade causada pela FHA,
infelizmente ainda continua elevada, apesar doressg consideravel nos campos de
tratamento intensivo e transplante hepatico (Nevesairal, 2000).

Levando em conta a inexisténcia de tratamentos @fiaeszes, a baixa disponibilidade
de figados para transplante e o custo exorbitamteuilado médico dos pacientes, novas
opcOes terapéuticas sdo extremamente valiosagnRyra compreensdo da participacdo da
sinalizacao purinérgica como, o ATP e seus recepiqrossibilitard um maior entendimento
ndo s6 da manutencdo da lesdo hepética como, kagéerdo processo inflamatorio induzido
por drogas ou medicamentos, como o paracetamol, tavabém proverd informacgdes
possivelmente Uteis em varias outras enfermidades cpmpartiiham o componente
inflamatorio da lesédo estéril, como a isquemiaftfeigéo (infarto do miocardio), gota,

silicose, doenga de Alzheimer, aterosclerose, denttras (Roclet al,2010).

1.3. MODELO DE FALENCIA HEPATICA AGUDA INDUZIDA POR SOBREDOSE
DE APAP

E de extrema importancia o desenvolvimento de nosdeé¢ estudo para a FHA. Tais
estudos que possibilitem uma melhor compreensacades estados fisiopatologicos dessa
doenca, bem como permitam o desenvolvimento eami@mto de opcdes terapéuticas para o
tratamento da FHA. Atualmente os modelos mais @xgara a inducdo da FHA séo as
técnicas cirargicas e uso de drogas hepatotéxicasio azoximetano, concavalina A,
galactosamina, halotano, thioacetamida, amatoxidatexina e paracetamol (APAP), dentre
outras (Tuféret al, 2009).

O APAP é uma droga analgésica e antipirética anmgitendistribuida na clinica e
comumente prescritas em formulacdes que contémdegiOApesar de considerada segura
em niveis terapéuticos, a sua sobredose causdaimarfigado e é a principal causa de
faléncia hepatica nos Estados Unidos e no ReinddJghiarsonret al, 2005; Ostapowicet al
2002). Quando administrada em doses terapéuticas, da 90% do APAP é glucorinidado
ou sulfatado no figado e, subsequentemente exoréfadschke & Bajt, 2005). O restante
remanescente é metabolizado por uma terceira viabdlea na qual o APAP é bioativado
pelo citocromo P450 (CYP450) no intermediario el@ico N-acetil-p-benzoquinoneimina

(NAPQI) (Jameset al, 2003), que pode ser neutralizado através de gagfio com
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glutationa (GSH). Entretanto, ap6s uma sobredoseP#eP, a formacdo de NAPQI excede a
capacidade de detoxificacdo de GSH, resultandagagdo covalente as proteinas celulares.

A citotoxidade causada pela sobredose de paracktmooe preferencialmente em
ligacbes proteicas de origem mitocondrial, mesmm @ identificacdo de isémero 30-
Hidroxiacetanilido em outras proteinas. A subsetpidisfungdo mitocondrial leva & inibicdo
da respiracao mitocondrial, deplecéo de ATP e foamale radicais reativos de oxigénio e
peroxinitrito (ROS e RNS) dentro da mitocondria. eStresse oxidativo € envolvido na
ativacdo da via de quinase c-Jun N-terminal (JNK@wentualmente, junto & deplecdo da
glutationa (GSH) mitocondrial, desencadeia a abeerdo poro de permeabilidade transitéria
na membrana, MPT, resultando em colapso do potesheimmembrana mitocondial (Kaet
al, 2004).

A ocorréncia de MPT possuiu relacdo direta com atende hepatdcitos, que tem
como consequéncia a incapacidade de sintetizarlécota de ATP e, finalmente a morte
celular induzida por necrose. (Kah al, 2003).

Ha descricdo de formacdo de poros na membrana anddel externa (canal
mitocondrial induzido por apoptose), que promovdmeracdo de fatores pro-apoptoticos,
como citocromo C, endonucleases G e Fator IndutoApgbptose (AIF) para o citosol. A
abertura desses poros € modulada por proteinaandéaf Bcl-2 (Linfoma de células B2),
como a proteina pro-apoptotica Bax, encontrada itmsat. A ativacdo promove sua
translocacdo para mitocondria, onde a proteinaséridta na membrana externa e sofre
oligomerizacdo, formando os canais. (Dejearal, 2006,Kinnally & Antonsson, 2007). A
liberacdo dos AIF e endonucleases G ocorre erdré Boras de exposi¢cdo ao APAP, antes da
morte celular, e esta relacionada a severa din@éiouilp metabolismo aerdbico energético e
extensa deplecédo de ATP, desencadeiam a mortarceadrotica (Jaeschke & Bajt, 2005). O
papel da apoptose na injuria hepatica por APAPndraditorio. Estudos apontam que, em
camundongos, ap6s uma dose toxica de APAP, 40%eajm6citos morrem por apoptose e
60% por necrose (Rast al, 1996). Contudo estudos posteriores demonstrateanagpesar da
liberacdo de citocromo C das mitocrondrias, airéafoi observada ativacao significativa de
caspases, de modo que a apoptose contribuiria ceamosrde 5% da injuria total em figados
de camundongos (Gujrat al 2002). Um fator determinante para a célula evoluir para
apoptose ou necrose sao 0s niveis intracelularesTée de forma que niveis diminuidos
desta purina estdo associados & necrose, bem dwvei® adequados associam-se & morte por
apoptose (Chen & Nufez, 2010).
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A lesédo estéril, como a causada por paracetamssupom componente imunoldgico
bastante pronunciado, apesar da auséncia de pachca de microrganismos em seu
desenvolvimento ou manutencédo. Varios trabalhos ri#atado a presenca dos parametros
inflamatorios classicosrfbor, calor, tumor et dolo~ CELSUS, 30 A.C.) e a participacao
ativa de leucdcitos nesse tipo de lesédo @tial, 2006; Mcdonaldet al, 2010). Isto levou a
descoberta da ativacdo dos receptores pro-inflaimatpor ligantes endégenos, moléculas
que foram entdo denominadas padrdes molecularesiadss ao dano (DAMPs “damage-
associated molecular patterns”), e embora sejampaglas, elas possuem uma estrutura
altamente variavel. DAMPs sdo moléculas de natubeztante heterogénea e podem ser
liberadas por qualquer tipo celular encontrado asipesse ou necrose. Com a ruptura de
membrana plasmatica e organelas, caracteristicese d&o de morte celular, os seus
constituintes internos atingem o meio extracelptaendo estimular uma série de receptores
presentes tanto em leucocitos como em células dmgaima (Chen & Nunes, 2010). Em
geral, as células do sistema imunoldgico expressaaptores para quase todas as moléculas
que originalmente estdo presentes no compartimémi@celular, incluindo o DNA
mitocondrial e nuclear, RNA, HMGB-1high-motility group box )}, HSPs [ieat — shock-
proteing, componentes da matriz extracelular, como hialat® e sulfato de heparan e
ATP (Rock et al, 2010). Considerando a semelhanga resposta inflamatoria a
microrganismos em relacdo a lesdo estéril, serssipel que os mesmos receptores do
hospedeiro modulassem ambas as respostas. Issvedeur verdadeiro na descoberta da
participacdo de varios Receptores de Reconhecimdmt®adrées (PRRs) na inflamacgéo
estéril, os quais detectam motivos estruturai€dfpide microrganismos, originalmente. As
cinco classes de PRRs sao: Receptores tipo TolR)Tkeceptores tipo NOD (NLR),
receptores tipo RIG-I (RLR), receptores de lectipa C (CLR) e receptores tipo ausente em
melanoma 2 (AIM2) (Chen & Nufez, 2010). A citotag@de induzida por APAP
desencadeia a morte do hepatécito por necrosesegainte aumento de ATP extracelular o
qual, por sua vez ativa o inflamasoma através depter P2X7, levando a libertacdo de
citocina proé-inflamatoria IL-f (Rocket al, 2009). Esta resposta inflamatoéria provocada por
necrose derivado de ATP foi recentemente descotaocum fator importante para a

progresséo lesdes hepaticas (Hogjual, 2012).
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1.4. CLASSES DE RECEPTORES

Receptores sdo proteinas de membrana capazedigar seum transmissor na parte

extracelular e permitir a modificacdo de algum congmte intracelular. Isto €, os receptores

sdo os pontos de entrada da informacdo na céluestebh trés grandes grupos de
receptores (Albertst al,1994).

Receptores ionotropicos sdo receptores ligadosmasc@nicos que quando ativados,
permitem a passagem de ions como o sodio, célcidooeto. S&o exemplos destes
receptores; os glutamatérgicos (permeavel ao sodabaérgicos (permeavel ao

cloreto) e os receptores purinérgicos do tipo Ritrieaveis ao sédio e calcio).

Metabotrépicos: ligados a proteina G, uma protdmanembrana que pode regular a
atividade de varias proteinas, como adenilil celd8C - “Adenylyl Ciclase”),
fosfolipase C (PLC - “Phospholipase C”) e canaimdds. Nesta classe estéo incluidos
0s receptores de serotoniffaadrenérgicos, purinérgico P2Y e purinérgico Phtrée

outros.

Receptores com atividade enzimética: nestes, gdligado transmissor induz a uma
atividade enzimatica intracelular, geralmente dofilacdo em residuos de tirosina.
Sdo exemplo os receptores para fatores de cresomeomo o EGFR, FGFR
(“Epidermal Growth Factor Receptor, Fibroblast GilowFactor Receptor”

respectivamente).

1.5. RECEPTORES PURINERGICOS

Receptores P1 ou de Adenosina

Os receptores P1 respondem principalmente a adenessao divididos em quatro

subtipos, Al, A2A, A2B, A3, todos acoplados a pireeG e classificados desta forma

baseados em evidéncias moleculares, bioguimicasr@aéoldgicas. Os receptores P1 estao

acoplados aos principais efetores regulados pdeipas G, como a AC, a fosfodiesterase,

fosfolipases, canais de'¢ C&" A ativacdo dos subtipos A2A, A2B induzem um aumete

cAMP, sendo que o subtipo A2B também aumenta asde IP3. Os subtipos Al, A3 estédo
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ligados ao aumento de IP3 e a diminuicdo de cAMRds que o subtipo A1 também pode
estimular a permeabilidade das membranas ao foe Kiminuir a entrada de &a(para

revisdo ver Ralevic, Burnstock, 1998).

Receptores P2

Os receptores P2 sao divididos em dois grupos histintds, baseado tanto em
caracteristicas estruturais como funcionais, emtropicos (P2X) e metabotrépicos (P2Y).
Até 0 momento sete receptores P2X e cinco recept?d de mamiferos foram clonados,
caracterizados e aceitos com membros validos dersspectivas familias.

lonotrépicos (P2X)

Estes receptores foram identificados primeiramgmdéa preferéncia a analogos
estaveis de ATP, como a,b-MeATP ou b,g-MeATP (tadp)methyl58 ATP”), em contraste
2-metiltio ATP (2-MeSATP - “2-Methylthio ATP”), fioconsiderado um agonista especifico
para os receptores P2Y. Até recentemente foramadtmsete receptores (P2X1-7), sendo
que um receptor funcional é formado por 3 subumgagbossibilitando a formacdo de
receptores homomeéricos ou heteroméricos. Considergne muitos destes receptores sao
expressos na mesma célula, a formacdo de recepteteotriméricos pode produzir um
grande numero de receptores com caracteristicagmdatdgicas e funcionais diferenciadas
(Ralevic, Burnstock, 1998). Os receptores P2X s@plados a canais idnicos, com a seguinte
permeabilidade idnica: a>>Na' > K*, Desta forma, a principal via de sinalizagéo aliva
por estes receptores é o aumento da concentratdoeinlar de Cd, tanto pela via direta
como através de canais de “Calependentes de voltagem. Estes receptores s&0 0s
responsaveis pela sinalizacdo rapida (em aproximewxiE 10ms) em comparacdo a
sinalizacdo lenta mediada pelos receptores P2Y atjuem sinalizacdes em torno de 100ms
(Ralevic, Burnstock, 1998). O principal agonistatde receptores € o ATP, sendo que 0s
outros nucleotideos (ADP, UTP, UDP) ndo possuemidale, ou uma afinidade muito
reduzida (Boarder, Hourani, 1998).
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Metabotrépicos (P2Y)

Receptores purinérgicos do tipo P2Y sdo caractioizapor serem receptores
acoplados a proteina G, tendo, portanto a estruttaeacteristica dos receptores
metabotrdpicos. Como ndo existem agonistas setefpaya 0s subtipos de P2Y, muitas
caracteristicas sao baseadas nas semelhanca® @i#ieo de um conjunto de agonistas em
receptores clonados comparado com os efeitos @mk®E\em culturas de células. Devido a
isto, Ralevic e Burnstock (1998) sugeriram que ptwes identificados por intermédio de
estudos farmacoldgicos em células nao transfectastas €, o receptor enddgeno, fosse
acrescido do sufixo “like”, isto €, as caractecasi deste receptor sdo parecidas com um
determinado receptor clonado. Esta classificacdstgui a anterior, baseada somente em
caracteristicas farmacologicas. Por exemplo, o amaeconhecido como purinoceptor P2U
corresponde ao receptor P2Yiiké€”. Para melhor entendimento, a tabela 1 mostra a
classificacéo destes receptores, bem como um redameensibilidades aos seus agonistas e

antagonistas.

TABELA 1 — Classificagcdo dos receptores purinérgico

Family Subfamilys Natural agonists Class Antagonists
Selective Non-selective
Al
e - P:B SIEI' Theophylline,
P1 = Adenosine Protein-G coupled receptors stradefylinel cafsine (P1A; and
A2y CVT-6883 P1Ass)
A3 MRS-1191 -
1 ATP, 2MeSATP MNF-157
2 ATP, 2MeSATP RO-3
3 ATP, 2MeSATP RO-3, NF-110
THP-
X 4 ATP, 2MeSATP Ligand-gated ion channels lvermectin | ATP, NF-
5 [ATP, 2MeSATP , BzATP 023,
There is no
6 ATP known
antagonists
OxiATP,
7 ATP, 2MeSATP |, BzATP Brilliant Blue G
1 ADP = ATP MRS2279
— Suramine
P2 2 UTP = ATP PPADS
4 UTP == ATP
5 Lipo-phosphatidic acid
6 UDP == UTP MRS-2578
g Orphan receptor
9 Lipo-phosphatidic acid .
. Reactive
Y 10 Orphan receptor Protein-G coupled receptors Blue 2
" ATP MNFE-157,
MF-340
12 ADP = ATP Cangrelor
13 ADP = ATP MRS-2211
UDP-glucose =
UDP-galatose = UDP
14 ) .
dissodium salt
UDP-N-acetiglucosamine
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1.6. CALCIO- MOLECULA SINALIZADORA

Os ions calcio sédo classificados como segundos agemss intracelulares, sendo
considerados como importantes moléculas sinalizaddk concentracdo intracelular desse
ion é extremamente regulada para que seus nivigis seantidos na faixa de nM, em
situacdes basais, enquanto que sua concentrac@aceddlar estd na faixa de mM,
possibilitando dessa forma um rapido aumento daesdracao intracelular com abertura de
canais na membrana celular. O aumento de calaiaceitlar pode ocorrer de duas formas
principais. No primeiro momento a abertura dessasais pode ser regulada por
transmissores, como exemplo os receptores puraérgio tipo P2X, como pelo potencial,
como o caso dos canais de célcio-dependentes gewl- (VSCC “Voltage Sensitive €a
Channels™), ou mesmo, por ambos, como € o caseadptor glutamatérgico, que pode ser
tanto modulado pelo glutamato quanto pelo poterfjéidlertset al,1994).

A segunda forma de promover o aumento intracetidazalcio é a liberacédo desse ion
dos estoques intracelulares. Uma das principaisdeidiberacdo de calcio dos estoques
intracelulares é a clivagem de fosfatidil inositmm a producao de IP3, que pode se ligar aos
receptores do reticulo endoplasmatico liberandoic&lestes compartimentos, permitindo
que um receptor metabotrépico ligado a fosfolip@sd’LCs, possa elevar a concentracéo
intracelular desse ion (Putney, 1999).

A funcdo do célcio como segundo mensageiro é furdtahem diversas respostas
celulares, participando tanto em eventos como g&greontracdo muscular, diferenciagéao e
proliferagdo celular, bem como morte por apoptoBasl( and Nathanson, 2004). A
sinalizacdo mediada por célcio € bastante compiexaaioria das células, em hepatdcitos,
tem sido descrito que o calcio regula funcdes ceswecao biliar, motilidade canalicular,
transcricdo génica, apoptose, liberacdo de gliqgm#encial de membrana mitocondrial, entre
outras (Leite e Nathanson, 2009). Ainda ndo edtdniente entendido como este ion pode
modular diversas fungdes, entretanto acredita-seacamplitude e a frequiéncia dos sinais de
calcio, bem como o padrdo espacial e temporal gdessais, parecem estar diretamente
relacionadas a esta especificidade (Pusl et &2;2erridge et al., 2000). Os mecanismos de
sinalizacdo de calcio sdo, na sua grande maidin@das por canais intracelulares de célcio
(Leite and Nathanson, 2009). Os receptores de dinadRyR) e 0s receptores de inositol
1,4,5-trifosfato (InsP3R) sdo os principais canaisacelulares de calcio presentes nas
células. Ja é estabelecido que nos hepatécitosns@ntrados receptores da classtndeRs,

nas duas isoformds II.
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1.7. SINALIZACAO PURINERGICA NO FIGADO

Purinas (ATP, ADP e adenosina) e pirimidinas (UTRJIBP) extracelulares sao
importantes moléculas sinalizadoras, mediando osfeltiolégicos diversos, através de
receptores denominados purinoceptores (Ralevic,ndBock, 1998). Estas moléculas
sinalizadoras possuem muitas caracteristicas emuroocom outros sinalizadores, pois
também possuem um tamanho relativamente reduzmlovm de moléculas extremamente
abundantes dentro da célula, facilitando a suaidpodibilidade, mas exigindo mecanismos
de liberagdo e degradacdo bastante eficientemd3ue pirimidinas extracelulares possuem
efeitos importantes e diversificados sobre muitoocgssos bioldgicos, incluindo
neurotransmissdo, contracdo do musculo liso, s&aregesposta imune, inflamacao,
agregacao plaquetaria, dor, modulacéo da funcaibacar, entre outros.

No figado, a sinalizacdo purinérgicagula funcbes primordiais & celula como o
metabolismo de glicose e lipideos, a sintese deeipas e secre¢do ibnica, bem como
participacdo em processos homeostaticos, tais ayohm celular, resposta inflamatoria e
imunidade (Vaughnet al, 2012; Haussingeet al, 1987). No entanto, a alteracdo da
sinalizacdo mediada por purinas desloca o equililsira estados patoldgicos, favorecendo a
aparecimento e progressdo da lesdo do figado, mesmaituacbes de assepsia, uma
condicao descrita como leséo estéril (Menezed 2011).

Durante a prolongada estimulacdo ao ATP, os saitws receptores P2X tornam-se
cada vez mais permeaveis a moléculas organicadaggNorth, 2002). Todos os subtipos de
receptores P2X foram identificados no figado, seR@X; e P2X% os mais amplamente
distribuidos (Faustheat al, 2012). A distribuicdo dos receptores P2X é altamdependente
do tipo celular . Assim, 0os hepatdocitos expressany FP2X P2Xs, P2X, P2X% e P2X%, mas
nao, P2X% (Fausthert al, 2012 ; Gonzalest al, 2007). Outras células do figado, tais como
colangiécitos, células de Kupffer, células estratad células endoteliais também expressam
diferentes receptores do tipo P2X ( Betdial, 2008 ).

Ha pouca informacao disponivel sobre a expressaoedeptores P2Y no tecido
hepatico. Pensa-se P2Y4ue € a grande isoforma encontrada nos hepatooibae a sua
ativacdo favorece a sobrevivéncia das células @Agaial, 2012). Os hepatdcitos também
expressam o0s receptores do tipo P2Y1-like e PR&#as membranas mitocondriais, que
funcionam como sensores de ATP citoplasmatico.nttddi para esses receptores requer
concentrac6es nanomolares de ATP. Assim, em cosslied que os niveis intracelulares de

ATP sé&o reduzidos, estes receptores sado transitemtg ativados, o que resulta em um
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aumento do influxo de calcio e sintese de ATP (B&dd al, 2006). Além disso, 0s receptores
P2Y podem ser encontrados em outros tipos de séhglpaticas,tais como células estreladas,
em gue a expressado dos subtipos de proteina dmpendendo o seu estado de ativacao
(Friedman, 2008).

No entanto, pouco se sabe sobre a funcdo dos oeegmpturinérgicos durante a FHA,
bem como as consequéncias da ativacdo destesamsepbs mecanismos da atividade de
leucdcitos na lesdo estétih, vivo, sejam como possiveis estimulos quimiotaticos eamo
de funcéo efetora, como indutores de explosdoregépa (producdo de espécies reativas de
oxigénio) e desgranulacdo (liberacdo de enzimasoteipas antimicrobianas granulares)
(Brinkmann et al, 2004). Dados recentemente publicados pelo nosgpogde pesquisa
demonstraram que peptideos formilados mitocondeail&TP participam da ativacdo de
células e quimiotaxia de neutrofilos para o siedebkao, respectivamente, em um modelo de
leséo estéril por queimadura no figado (Mcdonaidl,2010). Corroborando com trabalhos
publicados nos ultimos anos relatam que células NKT (Liu et al, 2004) e neutrofilos
(Liu et al, 2006) podem participar do desenvolvimento da lesét@ril induzida por
paracetamol, nosso grupo demonstrou que animais Mfige possuiam estas células
desenvolveram uma lesé@o significativamente menandp comparada aquela em animais
normais (Marquest al, 2012). Esses dados, em conjunto com o conhecinpeé@to sobre
DAMPs e inflamacéo, sugerem que o sistema imuneutanimportante papel na génese e na
severidade da leséo estéril, e, portanto represemtavo para intervencgdes terapéuticas a fim

de controlar tal fen6meno e as doencas do quaketeipa.



29

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudara sinalizacdo purinérgica, bem como a participagéierencial dos seus
receptores, durante o desenvolvimento da falérepatica aguda induzida por sobredose de

paracetamol.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analisar se 0 metabolismo do ATP extracelulathora a lesdo hepatica aguda induzida
por APAP.

2. Investigar se os receptores de purinas particgh@ desenvolvimento da FHA.

3. Avaliar a contribuicdo da sinalizacdo por ATPmoo agente inflamatério local ou

sistémico.

4. Investigar a expressdo de receptores purinérgam células HepG2 tratadas com
paracetamol .

5. Investigar a expressao de receptores purinérgicopacientes diagnosticados com hepatite

nao- viral.
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3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/jgaréir de quatro semanas de
idade, com peso aproximado de 25g, provenienteSemidro de Bioterismo da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os animarsifo acondicionados em grupos de
cinco por gaiola, com ragcdo (Labina) e aqudh libitum em condicbes controladas de
temperatura (25°C) e luminosidade (ciclo claro/esae 12/12h), com excec¢édo da noite
anterior aos experimentos, onde foram mantidos gomj até o inicio do mesmo. Os
procedimentos experimentais realizados estavamcdel@ com as normas do Comité de
Etica em Experimentacéo Animal (CETEA) da UFMG {pomlo 051/11).

3.2. INDUCAO DE LESAO HEPATICA E COLETA DE AMOSTRA S: MODELO DE
FALENCIA HEPATICA AGUDA

O modelo escolhido para o desenvolvimento destsedagzdo foi a lesdo hepéatica
induzida por sobredose de paracetamol. Baseadwat@dhos de Williamst al, Huet al, Liu
et al e Imaedaet al, e em resultados do grupo (curva dose-respostdgsa padrdo de
paracetamolgcetaminopher N-acetilpara-aminofenol - APAP) utilizada foi de 500 mg/kg,
e o0 tempo de sacrificio dos animais a 242 hora aasninistracdo do farmaco ( Marqets
al, 2012). O APAP foi administrado por via oral (ggem) dissolvido em salina estéril
aquecida, enquanto que os animais controle reaqebapgenas o veiculo aquecido. Na 242
hora os animais foram anestesiados com uma inje¢égperitoneal (i.p.) de ketamina (80
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e submetidos a umadajpmia. Foi realizada uma sangria por
cisdo simultanea da artéria aorta e veia cavaianfesle onde uma amostra de sangue foi
coletada para obtencdo do soro e dosagem de ALTigddo foi retirado e seus lobos
coletados em formaldeido 4% tamponado (PBS), pataldgia, e congelados em tubos para
realizacdo do ensaio de mieloperoxidase (MPO) a pdasagem de citocinas. O pulméo

retirado foi destinado para histologia e lavadmboalveolar (BAL).
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3.3. TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Para realizacédo dos tratamentos farmacologicosnfatdizados diversos antagonistas

de receptores purinérgicos:

1-Teofilina: (1,3-Dimethylxanthine, 2,6-Dihydroxy3tdimethylpurine, 3,7-Dihydro-1,3-
dimethyl-1H-purine-2,6-diong: E um antagonista de receptores purinérgicospaortl, néo-
seletivo. O antagonista foi utilizado na dose dengKg para bloqueio farmacolégiaovivo
(Sigma, USA).

2-Reactive Blue: 1-Amino-4-[[4-[[4-chloro-6-[[3 (o#)-sulfophenyllamino]-1,3,5-triazin-2-
yllamino]-3-sulfophenyllamino]-9,10-dihydro-9,10eio-2-na).E ~ um  antagonista  de
receptores purinérgicos do tipo P2Y, seletivo. @agonista foi utilizado na dose de 100

mg/Kg para bloqueio famacolégiao vivo (Sigma,USA).

3-Suramina:  (8,8’-[Carbonylbis[imino-3,1-phenylen caebonylimino  (4-methyl-3,1-
phenylene) carbonylimino] bis-1,3,5-naphthalensatfisiic acid hexasodium salt). E um
antagonista de receptores purinérgicos P2 nadwselgtorém ndo € capaz de bloquear os
subreceptores da familia P2, como B2R2X%;, P2Y, e P2V 4 Este antagonista foi utilizado

nas doses de 5,0 mg/Kg para bloqueio farmacoldgieivo (Sigma, USA).

4-TNP-ATP:(2',3-0-(2,4,6-Trinitrophenyl)adenosife-triphosphatetetra

(triethylammonium) salt). E um antagonista de afiaidade e seletividade para receptores
P2X. Inibe correntes induzidas por ATP em células gxpressam receptores R2R2X; e
P2X,;3. O antagonista foi utilizado nas doses 1,0 mg/Ki@ ploqueio farmacolégida vivo
(Sigma, USA).

5-OXI-ATP: (Adenosine 5'-triphosphate-2’,3’-dialdg@te). Antagonista de receptores R2X
promove efeito similar ao tratamento com aprir&eantagonista foi utilizado nas doses de
9,0 mg/Kg para bloqueio farmacoldgicovivo (Sigma, USA).

Todos os grupos de bloqueadores de receptoresémidos utilizados como

tratamento foram solubilizados em salina estérdpticados na calda dos camundongos
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através de injecdo intravenosa (i.v), apos 2h akarrento com paracetamol na dose de 500

mg/Kg.

3.4. APIRASE

Para avaliar a clivagem de ATP extracelular, folizatdo neste ensaio a Apirase
(Adenosine 5'-difosfatase, Adenosine 5'-trifosfafagio tubérculoS. tuberosum(Sigma,
USA). Apirase € uma ATPase exodgena ativada poiocalcmagnésio que catalisa a hidrélise
de ATP extracelular a AMP e fosfato inorganico. tdemnsaio os animais da raca C57BL/6
foram tratados com Apirase na dose de 20 unida@esiDsolubilizada em salina estéril, a
mesma foi aplicada apos duas horas de tratamento com paradetaa cauda do

camundongo, através da administracao intravenosa.

3.5. VISUALIZACAO DA MICROCIRCULACAO HEPATICA PEL A TECNICA DA
MICROSCOPIA CONFOCAL INTRAVITAL

A microscopia intravital € uma técnica bastantéogal no que se refere a observagéo
in vivoe em tempo real da microvasculatura e das intesagés células, como os leucdcitos,
com estes vasos. Esta técnica permite a visuatizaed® como a quantificacdo de leucécitos
em rolamento e aderidos aos vasos, além daquatesrtigrados para o interior dos tecidos,
0S quais sao eventos bem estabelecidos como indgade inflamagéo tecidual.
Considerando isso, a microscopia intravital dediigde camundongos foi realizada utilizando
um microscoépio confocal Olympus Fluoview e coraritesrescentes, a fim de observar as
interacfes leucdcito-sinusoide, o numero total eledcitos aderidos e possiveis zonas de
quimiotaxia, sob as diferentes condi¢cbes experiaemropostas. Para este fim, usamos um
pequeno suporte de acrilico, posicionamos o cammgul@nestesiado e expusemos seu
figado a uma distdncia adequada da objetiva. Apfs pré-montagem, o camundongo
recebeu uma injecédo do corante fluorescente indggmeRodamina 6G (150 uL; 0,05%) ou
do anticorpo fluorescente de escolha (5uL/aninpal),via intravenosa. Em seguida, uma area
do tecido hepatico em boas condi¢fes foi selecmeafcalizada, a partir da qual videos de
60 minutos foram coletados para analise subseguentecroscopio confocal esta localizado
no Departamento de Fisica (ICEX - UFMG), e foiiméilo com o auxilio da Profa. Ana

Maria de Paula.
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3.6. QUANTIFICACAO DE ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT ) PARA
AVALIACAO BIOQUIMICA DA LESAO HEPATICA

A alanina aminotransferase (ALT) € uma enzima dgear citoplasmatica, cuja maior
expressdo estd localizada no figado. Seus niveoséncontram-se elevados em varias
doencas hepéticas, incluindo hepatite viral oucixpodendo aumentar entre cinqiienta e até
cem vezes em relacdo aos valores basais. Seu auéhadsociado a necrose ou dano a
membrana do hepatdcito. Para determinar a atividad&LT utilizamos o Kit Transaminase
ALT cinético (Bioclin), e, como amostras, 0os sootidos por centrifugacdo do sangue dos
camundongos que foram testados. Em suma, o testgist® em duas reacdes, onde
primeiramente a ALT catalisa a transferéncia dggnuento amina da alanina para o alfa-
cetoglutarato, levando a formacao de piruvato &aglato. O piruvato em presenca do LDH
reage com o NADH, reduzindo-se a lactato e o NADdtla»se a NAD. A velocidade de
diminuigdo da concentragdo de NADH é proporcionatividade de ALT no soro analisado.
As medidas foram feitas como quatro leituras der@scia a 34gm, em intervalos de um
minuto, cujo valor médio reflete a atividade da ier@ na amostra. Este € o método

recomendado pelaternational Federation of Clinical Chemistry

3.7. ESTIMATIVA DO INFILTRADO NEUTROFILICO PELO ENS AIO DA
MIELOPEROXIDASE (MPO)

A enzima mieloperoxidase é expressa principalmeotereutrofilos. Quando presente
no tecido € indicativo de infiltrado neutrofilico mesmo. Desse modo, a quantificacdo dessa
enzima pode, mesmo que indiretamente, determimdeasidade do infiltrado de neutréfilos
no tecido. Em suma, parte do figado dos animaixdtétada ao final do experimento e
armazenada em freezer a -20 °C, para quantificdgaatividade de MPO. Para tanto, o
material foi pesado, macerado em homogeneizador smutdo tampao (PBS - EDTA) e
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°Colrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em NaCl 0,2% gelado, apdés 30 segusatasadicionado NaCl 1,6% com
glicose 5% gelado. O material foi rapidamente hagnegado e submetido a nova
centrifugacdo. Em seguida, o sobrenadante foi desilcae o pellet ressuspendido em PBS
com HTAB 05%. As amostras foram rapidamente homegadas e

congeladas/descongeladas seguidamente trés vezesitemgénio liquido, submetidas
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novamente a centrifugacdo e os sobrenadantes dmdepara o ensaio. Um volume deuR5
da cada amostra foi adicionado a placa de 96 pamwosduplicata, onde o branco foi
representado por PBS. Em seguida os pocgos receharaansolugdo de DMSO com o
substrato TMB, e a placa incubada em camara epoureinco minutos a 37°C. A reacao foi
interrompida com 1040 de HSO, e a absorbéncia medida em 4%0. As absorbancias
obtidas foram comparadas a uma curva-padréo de dPaeutrofilos coletados da cavidade

peritoneal sob estimulo de caseina.

3.8. OBTENCAO DO LAVADO BRONCOALVEOLAR

O lavado bronco-alveolar foi realizado para veaifica presenca de leucdcitos
presentes no espaco alveolar. ApoOs a anestesiag@éia de cada animal foi exposta e
canulada com um cateter de polipropileno de 1.7 @navado foi feito através da injecao de
trés aliquotas de 0,5 mL de solucdo salina 0.9%rikshjetadas e recolhidas 2 vezes cada
uma, obtendo-se 0.7 — 1.1 mL de volume final re@ge do lavado. O liquido recolhido do
lavado foi centrifugado em tubos de 5 mL &C4 por 5 minutos, a uma velocidade de 1500
rpm, formando um precipitado utilizado para coatagtotal e diferencial de células. O
sobrenadante foi congelado para posteriores endaidsteccdo de citocinas e quimiocinas. O
precipitado de células foi ressuspendido em {DOde BSA 3%, e o numero total de
leucdcitos foi determinado por contagem das célalasdas com solugdo de Turk no
hemocitdmetro padrdo de Neubauer. As contagenss tideam feitas em microscopios
opticos com objetiva de 40X. Para a contagem ditea¢ as laminas foram preparadas por
citocentrifugacdo (Cytospin 3, Shandon) e foramadas com May-Grunwald-Giemsa, de
acordo com protocolo de coloragdo hematoldgicagmadAs contagens diferenciais foram
realizadas em microscopios 6pticos com objetiva@BX, utilizando-se 6éleo de imersao.

3.9. CONFECCAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS

Apds a eutanasia dos camundongos, o figado foivieime lavado com salina. Em
seguida, o lobo inferior (selecionado para a agabamorfoldgica) foi retirado e fixado em
formol 4% em PBS. Posteriormente, as amostras falesidratadas em solucdes de alcool
etilico de concentragbes crescentes, banhadas lemexincluidas em blocos de parafina
histologica. A partir dos blocos, cortes tecidudess 5 um de espessura foram obtidos
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utilizando um micr6tomo e coletados em laminasoldgficas, as quais foram coradas com

Hematoxilina & Eosina (HE).

3.10. AVALIACAO HISTOLOGICA

A analise histopatoldgica do figado € indicio ceenmntar de lesdo hepéatica, quando
considerado o aumento dos niveis de ALT sérica,tarabém fornece informacdes valiosas
no que se refere a morfologia do hepatécito, lragdo da lesdo e tipo leucocitario
predominante. Além da determinacdo das alterag@atares sofridas pelo hepatécito, como
por exemplo, vacuolizacdo e caridlise foram avakaa porcentagem de areas necroéticas em
relacdo a area total do corte histoloégico, em tesgo. As laminas histoldgicas foram
examinadas em microscopio optico (BX41, Olympus)se@magens obtidas, utilizando uma
camera acoplada (Moticam 2500, Motic) esaftware Motic Image Plus 2.0ML, foram

utilizadas para realizagdo do escore histolégine,sg baseou nos seguintes aspectos;

* Nota 0— Nao houve lesao presente.

* Nota 1/2— As células necroticas individuais observadagrimeira camada de células
subjacente a veia centrolobular apresentaram desggieehialina.

* Nota 1- As células necréticas estenderam duas ou tréadzsrde células da veia
centrolobular.

* Nota 2- As células necréticas estendem trés a seis canmblaélulas a partir das
veias centrolobulares, mas limitado em distribuigénférica.

* Nota 3— A area de necrose se estendeu de uma veia obnoiianl para outra.

* Nota 4 — Mais grave do que 3, foi classificado quando @aacom necrose

centrolobular foi extensa ao longo do corte higjiua.

O scoretotal foi calculado para cada secdo de figadodamsea avaliacdo de cinco

I6bulos por grupo de tratamento.
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3.11. DOSAGEM DE CITOCINAS

A producéo de citocinas como I3, 1ITNF-a e MIP-2 foram quantificadas pela técnica
de ELISA em fragmentos de figado de camundongomeititbos ou ndo a sobredose de
APAP, com ou sem tratamento com Apirase. Os fratpsede figado foram pesados e
homogeneizados em tampao de extragdo de citoaiasefdo anti-proteases, Tween 20 e
EDTA), e em seguida o sobrenadante foi coletadorazenado até o dia do ensaio. Para a
realizacdo do ensaio utilizamos kits Quantikine lomimmunoassay (R&D System,

Abington, United Kingdom) para as referidas citasin

3.12. CULTURA CELULAR

Células da linhagem HepG2 (carcinoma hepéatico atinado) doadas pela Prof. Dr.
Maria de Fatima Leite (Laborat6rio de Sinalizag&dGdlcio, ICB, UFMG) e foram mantidas
a 37 °C em atmosfera com 5% de£&m meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 100 U/ml de penicilina e 1Q@/ml de estreptomicina. As células foram repicatas
proporgao de 1:4 partes de meio de cultura, a 8atlas. Para a realizacdo dos experimentos,
as células foram plaqueadas na densidade de 1pofipoco, em placas de 96 pocos.

3.13. INDUCAO DE LESAO POR PARACETAMOL EM CULTURA C ELULAR

Como analise complementar do estudo da lesdo bappatir paracetamol e para
definir a participacédo dos receptores purinérgiesa doenca, utilizamos uma versawitro
do modelo de faléncia hepatica aguda, que se baaeilacubacédo das células HepG2 com
APAP. Avaliando nossos resultados preliminares dralsalhos de Dai & Cederbaum, e
Zhanget al a dose padrdo de paracetamol escolhida foi 5 enM,tempo de analise da
viabilidade celular a 242 hora apdés a administrad@darmaco. Os grupos experimentais
receberam 15QL de uma solucdo de APAP a 5 mM dissolvido em rR&d11 sem soro fetal
com 1% de Dimetilsulfoxido (DMSO), enquanto o grugmmtrole recebeu apenas o veiculo
aquecido. Na 202 hora, o sobrenadante foi recollpdm andlises posteriores, sendo
substituido por 150L de meio RPMI para o ensaio com MTT.
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3.14. ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO ENS AIO DE MTT

Para comprovar a viabilidade celular da linhagem@&com ou sem tratamentos, foi
realizado o teste de producao de cristais de famapos incubacdo com o reagente MTT
(3,4,5 dimethylthiazol-2,5 diphenyl tetrazolium bmole) obtido da Sigma. As células dessa
linhagem foram plaqueadas em meio suplementadol@8mde soro fetal bovino, em uma
densidade de ®@élulas popocoem um volume final de 150 plL/poco por 24 horas. Os
sobrenadantes foram recolhidos e substituidos eow sem soro fetal bovino, com ou sem
tratamento, acrescido de dimetilsulfoxido (DMSO)pG& 20 horas de tratamento, 0s
sobrenadantes foram retirados para ensaio deidetbd, no qual o sal foi dissolvido em PBS
a uma concentracao de 5 mg/mL. A solucao foi eatdiescida de 15 mL de meio sem soro
fetal bovino. Da solucéo final, foram adicionadd@d® JuL/ poco. As placas serdo incubadas
por 4 horas em estufa a 37 °C 5%,CA&pOs o periodo de incubacédo, os sobrenadantes sera
retirados. Os cristais de formazan formados seoéibiizados em 100 uL de DMSO por
poco. A densidade Optica sera lida em um leitoEHESA a uma absorbéancia de 595 nm.
Grupos que nao receberem APAP serdo considerades £00% viaveis; a viabilidade de

cada amostra tratada sera apresentada como umnip@iaesta.

3.15. PACIENTES

Foram analisados e incluidos em nosso estudo seienpes diagnosticados com
insuficiéncia hepética aguda n&o-viral com suspeif@ indugdo por droga,
eles se dirigiram a Clinica do Hospital FederaRio de Janeiro, especializado em doencas
de figado. Os critérios de inclusdo estabelecidosanf 0s pacientes apresentarem
coagulopatia (tempo de protrombina superior a HtbhsRazdo Normalizada Internacional
(INR) > 1,5, encefalopatia hepética dentro de 8 semartasicia e ndo apresentar historico
de doenca hepéticas. Amostras de figado foram tandiidas a partir de quatro doadores
saudaveis para 0s experimentos. A expressao dptoees purinérgicos e ectonucleotidases
foi quantificada por PCR em tempo real. Este esfadaprovado pelo Conselho de Reviséo
Institucional (CEPFiocruz 22/03), e realizado cam eonsentimento informado por todos os
participantes. O protocolo do estudo obedeceu amaséticas da Declaracdo de Helsinque
de 1975. As analises estatisticas foram realizatliémando-se ANOVA (Tukey pds-teste) e

teste t de Student. Os valores foram consideragtatisgticamente quando P < 0,05.
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3.16. ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo entre dois grupos foi feita pelo t@stke Student. No caso de trés ou
mais grupos, o teste utilizado foi one-way ANOVANT pos-teste de Tukey. Quando o0s
dados nédo possuiram distribuicdo normal, o testdéden-Whitney (para dois grupos) ou
Kruskal-Wallis (para trés ou mais) seguido do mstet de Dunn foram aplicados. Todos os
resultados foram apresentados como a média + awmcdp da média (epm). O nivel de
significancia aceito para os testes foi definidmog< 0.05. Os graficos e estatistica foram

feitos com o auxilio dsoftwareGraphPad Prism 4.
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4. RESULTADOS

4.1. TRATAMENTO COM APAP PROMOVE NECROSE CELULAR
GENERALIZADA

Ja é bem caracterizado que o tratamento com sawmeoAPAP através da geracéo
do seu metabdlito téxico, NAPQI, induz extensassude necrose celular. Dados do nosso
grupo mostraram que camundongos tratados com usead#500mg/Kg de APAP, apds um
intervalo de 24 horas (Marques et al, 2012), aptase extensas areas de morte celular que
podem ser visualizadas através de cortes histal®giccoloracdo com H&E. Isso pode ser
observado através das imagens dos cortes histof)ggue evidenciam no nosso grupo
controle, animais tratados com salina, areas hongag com coloracdo normal e presenca de
hepatdcitos preservados com suas membranas visuelimnéegras, caracterizando um tecido
saudavel (Figura A e B). Quando analisamos a &g@ e D, grupo de animais que
receberam uma dose de 500mg/Kg de APAP, percebemosideraveis alteracdes na
morfologia do tecido, evidenciada pelas extensaasade necrose, vacuolizagdo, caridlise e
uma desorganizagdo completa da estrutura dos loépatdéO tecido apresenta coloracao
heterogénea, e € possivel observar a presencdilttadn inflamatério, caracterizando um

tecido extensamente inflamado e com perda de funcao
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FIGURA 1 -Tratamento com APAP promove areas de necrose. Coitlogicos representativos
do figado de camundongos saudaveis (A e B) e sudwsed sobredose de APAP (C e BPAP
(500mg/kg) foi administrado por via oral (gavagemijssolvido em salina aquecida. Os
animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas apésministracdo de APAP e seus figados
fixados em formaldeido e processados para histldgortes de in de espessura foram
obtidos e corados com H&E. A escala em menor ator{@ne C) corresponde a 1,0t e em

maior aumento (B e D) corresponde as0
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4.2. TRATAMENTO COM APAP INDUZ INTENSO INFILTRADO N EUTROFILICO
NO TECIDO HEPATICO

Através da visualizacao do parénquima hepaticotpetdca de microscopia intravital,
e da utilizacdo de camundongos transgénicos quessgn GFP em seus neutrdfilos (Lysm-
eGFP), demonstramos que durante o tratamento corAPABcorre um expressivo
recrutamento de neutréfilos para o figado inflamap® pode ser obsevado através da figura
B, quando comparada com o grupo controle, figurgue evidencia uma malha sinusoidal
preservada com pouco ou nenhum leucdcito recrutguis a gavagem com salina. Também
observamos que, na 242 hora, o influxo de neutgfiparentemente se localiza em areas
circunscritas onde néo se percebe a arquitetur@encional do tecido, ou seja, provaveis

zonas de tecido necroético, como as observadagigeta B.

FIGURA 2 - Tratamento com APAP induz recrutamento de neubsifdara o figado Através da
técnica de microscopia intravital podemos obseovparénguima hepatico corado em vermelho pela
rodamina 6G (0.05%) e neutrdfilos em verde (camogdd.ysme-GFP). Os camundongos que foram
tratados com APAP (500mg/kg) administrado por viel o(gavagem), apresentam intenso
recrutamento de leucdcitos (figura B) quando commbas com 0s animais que receberam salina
aquecida (figura A). Osanimais tiveram seu figado exposto e visualizadohddas apds a

administracdo de APAP.
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4.3. TRATAMENTO COM APIRASE REDUZ LESAO HEPATICA IN DUZIDA POR
SOBREDOSE DE APAP

Para investigarmos a participacdo do ATP durantiegenvolvimento da faléncia
hepatica aguda, inicialmente metabolizamos essagpdo meio, através do tratamento com a
ATPase, apirase, uma enzima que cliva o ATP extriaceDessa forma pudemos avaliar se a
auséncia dessa purina promovia diminuicdo da |eésf@tica, tendo em vista que dados
apontam que o ATP extracelular pode ser um fatoago@mo de morte celular e que o
tratamento com paracetamol promove liberacdo dessdeotideo. Para tal finalidade
tratamos os camundongosm a apirase na concentracao de 20 U diluida @&pP@le salina
estéril, aplicada apdés duas horas do tratamento ABAP. Observamos, entdo, que 0s
animais tratados com apirase tiveram reducdo dao ldgepatica, induzida por APAP
500mg/Kg em comparacdo ao nosso grupo controlepawada através da reducdo dos
niveis séricos de ALT, conforme demonstrado no iGé&f. No mesmo grafico ainda pode
ser visualizado que o tratamento quando é realipait apirase de grau VIl a reducao da
leséo hepatica ocorre de maneira ainda mais sigtiifa, corroborando a idéia que a presenca
de ATP no compartimento extracelular atua com uor fagravante para o desenvolvimento e

manutenc¢éo do quadro da FHA.
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Grafico 1 - Apirase diminui a leséo hepatica induzida pdiredose de APAP. Camundongos
C57BL/6 tratados com salina (controle, n=5), outatas com APAP 500mg/Kg

(veiculo, n=8) e tratados por 24 horas com ou gamse 20U (Apirase, n=5). Foi observado
diminuicdo da lesdo hepatica no grupo tratado qonase de grau VII quando comparado ao
tratamento apirase de grau VI. A diferenca estegi$bi indicada por * (p< 0,05, com relacéo

ao seu controle).
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4.4. TRATAMENTO COM APIRASE REDUZ AREAS DE NECROSE

Sabendo que o tratamento com Apirase reduz a hes@ética, ndés queriamos avaliar
se este mesmo tratamento promovia reducao dasdaeesxrose induzidas pela sobredose de
APAP. Corroborando os nossos resultados antergmesdemonstram através da dosagem
sérica da enzima hepatica, ALT, o tratamento conira&p reduz a lesdo hepatica e
consequentemente as areas de necrose também fgraficativamente diminuidas. Quando
analisamos a Figura A e B, grupo de animais queberam uma dose de 500mg/Kg de
APAP, observamos consideraveis alteracdes na mgiéoldo tecido, evidenciada pelas
extensas areas de necrose, coloracdo heterogéneaystura celular, nicleos fragmentados
e presenca de infiltrado inflamatdério, caracterimaom tecido extensamente inflamado e com
perda de funcédo. Ja quando observamos a FigurddCgeupo de animais que receberam
Apirase duas horas apos tratamento com APAP, disey que 0 comprometimento do
tecido descrito anteriormente € consideravelmeetertido com o tratamento com essa
ATPase.
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FIGURA 3 - Tratamento com apirase reduz areas de ned@mstes histologicos representativos do
figado de camundongos submetidos a sobredose d® ARA B) e submetidos ao tratamento com
Apyrase (C e D)O APAP (500mg/kg) foi administrado por via oral (ggee), dissolvido em salina
aguecida. A apirase foi aplicada apés duas hordsatéanento com o APAP, injecao intavenosa. Os
animais (C57BL/6) foram sacrificados 24 horas apasiministracéo de APAP e seus figados fixados
em formaldeido e processados para histologia. €deemum de espessura foram obtidos e corados
com H&E. A escala em menor aumento (A e C) cormredpa 100m e em maior aumento (B e D)
corresponde a pn.
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4.5. TRATAMENTO COM APIRASE REDUZ A DOSAGEM DE CITO CINAS PRO-
INFLAMATORIAS

Depois de estabelecido que o tratamento com apiradez a lesdo hepatica,
comprovada pela diminuicdo dos niveis seéricos dd,Adqueriamos saber se 0 mesmo
tratamento com a enzima que metaboliza 0 ATP esltrir promovia redugcéo nos niveis de
citocinas proé-inflamatérias. Citocinas como IB;ITNF-« e MIP-2 sdo conhecidas por seu
papel pro-inflamatorio no organismo e por isso orguantificadas através da técnica de
ELISA. Como pode ser observado pelo Gréfico 2,atatnento com APAP aumenta 0s
niveis dessas citocinas, em contrapartida o trateom@m apirase reduz significativamente
0S niveis das citocinas pro-inflamatérias quandmparadas com 0 nosso grupo veiculo,
animais que receberam somente APAP. Estes dadosdicam mais uma vez que um
processo inflamatério ocorre no figado necréticajue o aumento dos niveis séricos de
citocinas pode estar causando um dano excessiste deeido, via recrutamento ou ativagao

de células do sistema imune.
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Grafico 2 - Tratamento com apiraseeduz niveis séricos de citocinas. Camundongos
C57BL/6 que foram tratados com apirase duas hqés administracdo APAP (500 mg/Kg)
por gavagem, dissolvido em salina aquecida. Os asiforam sacrificados na 2Hora, e
seus figados foram coletados para extracdo dermagcA quantificacdo foi feita com o kit
Quantikine human immunoassay (R&D Systems). O gy recebeu apirase apresentou
reducdo dos niveis das citocinas pro-inflamatédasio IL-13, TNF-ow e MIP-2, quando
comparada com o veiculo. A diferenca estatisticanfticada por *(p < 0,05) entre o0 grupo
salina e os grupos APAP. Enquanto que a diferesigdigtica indicada por **(p < 0,05) foi

determinada entre os grupos APAP e Apirase.
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4.6. TRATAMENTO COM APIRASE REDUZ O INFLUXO DE NEUT ROFILOS
PARA O TECIDO HEPATICO

Avaliamos se o tratamento com apirase além de premalteracbes na leséo
hepética, através da reducdo sérica da ALT, tand®¥ia capaz de promover alteracdo no
recrutamento de neutrdfilos para o tecido hepaRewa tal realizamos a dosagem da enzima
mieloperoxidase, MPO, expressa especialmente pdrafiéos, dessa forma quantificamos
indiretamente o infiltrado neutofilico no tecidop&ico. Como pode ser observado no
Grafico 3 os animais que receberam apirase apésantento com APAP apresentam uma
reducdo no perfil de recrutamento dessas céluladoiina a corroborar com esse dado nés
realizamos, através da visualizacdo do parénquigmatito, a técnica de microscopia
intravital, utilizando camundongos transgénicos gueressam GFP em seus neutrofilos
(Lysm-eGFP), e foi possivel observar que o prifdipa de leucécito recrutado no figado € o
neutréfilo e que o influxo deste no tratamento apirase é de fato diminuido (Figura C),
quando comparado com o animal que recebeu APARIrg®). Também observamos que,
na 242 hora, o influxo de neutréfilos aparentemsstéocaliza em areas circunscritas, onde

nao se percebe a arquitetura convencional do teddicando possiveis areas de necrose.
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Gréfico 3 - Tratamento com apirase reduz infiltrado neuioafi no tecido hepatico.

Camundongos C57BL/6 receberam, apos duas horaatdmento com APAP (500mg/Kg),
injecdo intavenosa de apirase (20 U). Como podesservado pelo grafico o tratamento
com apirase promove reducdo no recrutamento deofitag para tecido lesado quando
comparado com o grupo veiculo, camundongos quéeea®m somente o APAP. A diferenca

estatistica foi indicada por *(p < 0,05).
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FIGURA 4 - Tratamento com apirase reduz recrutamdatneutroéfilos para tecido hepatico.
Observa-se 0 parénquima hepético corado em vermgtimorodamina 6G (0.05%) e
neutréfilos em verde (camundongo Lysme-GFP). Emn#erfor aumento) e B (maior
aumento) os animais receberam Salina administradavipa oral. Na imagem C (maior
aumento) e D (menor aumento) os animais recebem®APA500mg/kg) administrado por
via oral (gavagem), dissolvido em salina aquedidaimagem E (menor aumento) e F (maior
aumento) os animais receberam apirase (20U) attevégecado intravenosa, apos 2 horas do
tratamento com APAP. Observa-se uma drastica redug&ecrutamento de neutrofilos para

o figado de animal tratado com apirase. Os figéoi@n expostos e visualizados 24 horas

apos a administracao de APAP.
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4.7. TRATAMENTO COM ANTAGONISTAS DE RECEPTORES PURI NERGICOS
PROMOVEM DIMINUICAO DA LESAO HEPATICA

Com base nos achados referentes a sinalizacacémida na morte celular induzida
por APAP e baseado em dados que estabeleceram apiease revertia parte dos efeitos
deletérios causados pela sobredose de APAP, néstigamos se estes efeitos poderiam ser
reproduzidos através do bloqueio farmacologico dderentes receptores purinérgicos.
Utilizamos diferentes antagonistas, com a finakdde estabelecer quais destes receptores
estariam diretamente participando da lesdo hepagjuda induzida por sobredose de APAP.
Foram utilizados, antagonistas que bloqueiam receptdo tipo P2, bloqueio n&o-seletivo,
através do uso da Suramina ( 5mg/Kg ), antagogisé bloqueia receptores do tipo P2X,
bloqueio especifico, através do uso do TNP-ATP g(Km ), antagonista especifico de
receptores do tipo P2Xatravés do uso do OXI-ATP ( 9 mg/Kg ), antagoniséo seletivo,
de receptores do tipo P1, através do uso de Tef{R0 mg/Kg ) e por fim utilizamos
antagonista, ndo seletivo,dos receptores do tip6 Bavés do uso de Reactive Blue (10
mg/Kg). Como pode ser observado pelo Grafico 4raiamentos com Suramina e Teofilina
ndo promoveram diminuicdo da lesdo hepatica, enrapartida pelo mesmo gréafico
podemos notar que o tratamento com os bloqueaddBsATP e OXI-ATP promoveram de
forma estatisticamente significativa reducdo na®iaide ALT, quando comparado com o
nosso grupo controle. Este resultado nos sugereaqpeotecdo hepatica existente pelo
bloqueio da sinalizacdo purinérgica, atua via rewep do tipo P2X e mais especificamente
pelo receptor P2X
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Grafico 4 - Antagonistas de receptores purinérgicos reduzséoléepatica. Camundongos
C57BL/6 receberam, apdés duas horas do tratamento ABAP (500 mg/Kg), injecéo
intravenosa de diferentes antagonistas de recspfrgnérgicos. Para tanto, os animais
foram divididos em seis grupos (com n=5 por grupd®ram tratados com os blogqueadores
nas doses correspondentes, suramina (5mg/Kg), TNPP{Amg/Kg), OXI-ATP (9 mg/Kg) e
teofilina (20mg/Kg). Como pode ser observado pefdicp o tratamento com 0s antagonistas
de receptores do tipo P2X e P2Kromoveram reducdo da lesdo hepatica. A diferenca

estatistica foi indicada por *(p < 0,05).
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Gréfico 5 - Tratamento conantagonista de receptor do tipo P2Y ndo dimindddsepatica.
Camundongos C57BL/6 receberam, apos duas horaatdmento com APAP (500mg/Kg),
injecdo intravenosa do antagonista do receptong@rgico do tipo P2Y, Reactive Blue (100
mg/Kg, Como pode ser observado pelo grafico o andos receptores do tipo P2Y néo
promove reducado da lesdo hepatica. A diferencéi€tta foi indicada por *(p < 0,05).
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4.8. TRATAMENTO COM ANTAGONISTAS DE RECEPTORES PURI NERGICOS
DIMINUEM RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS

Como ja demonstrado, o tratamento com antagondtasreceptores purinérgicos
promovem reducdo da lesdo hepética, medida atdo@siveis séricos de ALT. Sabendo
disso nds queriamos avaliar o perfil de recrutamdatneutrdéfilos diante desses tratamentos.
Para tanto, foram utilizados antagonistas par@oeptores do tipo P2, bloqueio ndo-seletivo,
através do uso da Suramina (dose de 5mg/Kg ), @mtdig receptores do tipo P2X, bloqueio
especifico, através do uso do TNP-ATP (dose de IKgng, antagonista especifico de
receptores do tipo P2X através do uso do OXI-ATP (dose de 9 mg/Kg ), e foor
utilizamos o antagonista, ndo seletivo, de receptdo tipo P1, através do uso de Teofilina
(dose de 20 mg/Kg Como pode ser observado pelo Grafico 6, os trateoeecom o0s
antagonistas dos receptores purinérgicos promovdeaforma estatisticamente significativa
a reducdo do recrutamento de neutréfilos, em qoattida, pelo mesmo grafico podemos
notar que o tratamento com o antagonista do recdfitp Reactive Blue, ndo promoveu
alteracdo no recrutamento de neutréfilos quandopeoaeio com 0 nosso grupo veiculo. O
resultado encontrado indica que a protecdo hepékistente pelo bloqueio da sinalizacao
purinérgica, pode se dar através da diminuicdonfioxio de neutrofilos, via receptores do
tipo P2.
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Grafico 6 - Antagonistas de receptores purinérgicos reduzemuteanento de neutrofilos.
Camundongos C57BL/6 receberam, apds duas horaatdmento com APAP (500 mg/Kg),
injecdo intravenosa de diferentes antagonistasedeptores purinérgicos. Para tanto, os
animais foram divididos em seis grupos (com n=5 gapo) e foram tratados com o0s
bloqueadores nas doses correspondentes, apirase)(2Buramina (5mg/Kg), TNP-ATP
(Img/Kg), OXI-ATP (9 mg/Kg) e Teofilina (20mg/KglComo pode ser observado pelo
grafico o tratamento com os bloqueadores de re@pt@urinérgicos diminuem o
recrutamento de neutréfilo para o figado, em cpaitida o tratamento com o antagonista de

P1 ndo demonstrou alteracéo desse perfil. A difarestatistica foi indicada por *(p< 0,05).
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4.9. TRATAMENTO COM ANTAGONISTA DE RECEPTOR DE ADEN OSINA
AUMENTA LESAO HEPATICA

Baseado no resultado obtido no Grafico 4, o tratdomeom bloqueadores de ATP
promovem reducdo da lesdo hepética, porém quargaigado um tratamento similar,
utilizando um antagonista inespecifico de receptai@ tipo P1, receptores para adenosina,
esse perfil de protecdo ndo é obtido. Para confinos este resultado nés reproduzimos o
tratamento nas mesmas condi¢cdes e obtivemos o nresoitado anterior, ou seja o bloqueio

de receptores de adenosina agravou a lesédo heipdlizada por APAP (Grafico 7).
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Grafico 7 - Tratamento com antagonista de receptor purinérgaceipo P1 aumenta leséo
hepética induzida por APAP. Camundongos C57BL/6eberam, ap6s duas horas do
tratamento com APAP (500mg/Kg), injecdo intravenad@ antagonista do receptor
purinérgico do tipo P1,Teofilina,(20 mg/Kg). Comode ser observado pelo gréafico o
bloqueio dos receptores do tipo P1 agravou a lespatica mediada por APAP. A diferenca
estatistica foi indicada por *(p< 0,05) entre ospgs controle e APAP, enquanto que a
diferenca estatistica indicada por **(p< 0,05) sea@ntre os grupos APAP e Tedfilina.
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4.10. TRATAMENTO COM ANTAGONISTAS DE RECEPTORES PURINERGICOS
DIMINUEM AREAS DE NECROSE APOS TRATAMENTO COM APAP

Corroborando com a diminuicdo de ALT sérica de cadongos apos a sobredose de
APAP, a histologia dos figados destes animais dogtacom antagonista de receptores
purinérgicos, do tipo P2X e P2Xvidencia uma consideravel reducdo das areasalesee
oncoética centrolobular. Como pode ser observadaspElguras 6. A e B, camundongos
tratados com APAP, apresentam uma lesdo caraaridb envenenamento por APAP
extensas areas de necrose oncotica centrolobigaentinada por todo o 6rgédo (JAMESal,
2003). Contudo quando analisamos as Figuras 6. @, eamundongos que receberam
tratamento com antagonista de receptores P2X, TINP-Abservamos que as lesdes séo
signicativamente reduzidas. O mesmo se aplica @uamdlisamos as figuras 6E e F,
camundongos tratados com antagonista de receptotgso P2% E possivel observar graves
alteracbes morfologicas no parénquima hepaticondeass tratados, quando comparados a
animais que nao receberam APAP. Na area de neerssels arredores ha vacuolizacao,

cariolise e uma desorganizacdo completa da esardag hepatdcitos (Figura 2B e 2D).
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FIGURA 5 - Tratamento com antagonistas de receptores purgedrgliminuem areas de
necrose. Cortes histologicos representativos dadfigde camundongos submetidos a
sobredose de APAP (500mg/Kg), figura A e B e suliostao tratamento com TNP-ATP
(Img/Kg), figura C e D e ao tratamento c@XI-ATP (9 mg/Kg), figura E e F. O APAP foi
administrado por via oral (gavagem), dissolvido satina aquecida. Os bloqueadores foram
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aplicados apés duas horas de tratamento com o AfRAR€s de injecdo intravenosa. Como
observado pelas imagens o tratamento com antagsmistreceptores purinérgicos diminuem
areas de necrose, em comparacao ao veiculo. Apbierad dos tratamentos os figados dos
animais foram fixados em formaldeido e processamoa histologia. Cortes deu®d de
espessura foram obtidos e corados com H&E. A essmlamenor aumento (A, C e E)
corresponde a 1Q@ e em maior aumento (B, D e F) correspondeuan50
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Grafico 8 - Tratamento com antagonistas de receptores puitedrgliminuem oScore
histologico. Figados de camundongos tratados co®PAP tratados com antagonistas de
receptores purinérgicos foram fixados em formaldeicorocessados para histologia. Cortes
de um de espessura foram obtidos e corados com H&Es Apte procedimento as laminas
confecionadas foram analisadas seguindo critérdasriarmente descritos. Como pode ser
observado pelo grafico o tratamento com bloqueaddos receptores purinérgicos do tipo
P2X, P2X% e o tratamento com apirase reduziram a leséo ibapaediada por APAP. Em
contrapartida o bloqueio por antagonista de recept®1 ndo promoveu esse efeito. A

diferenca estatistica foi indicada por * (p<0,05).
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4.11. SINALIZACAO PURINERGICA ATUA DE FORMA DELETER IA NA
INFLAMACAO HEPATICA, POREM NAO PARTICIPA DA INFLAMA CAO
PULMONAR

Nossos dados demonstram até aqui que a inflamagibada pela sinalizagdo
purinérgica atua contribuindo para a exacerbacdesd® hepética, entretando nos queriamos
avaliar se esse mesmo evento observado se aplpaaaaa inflamacao pulmonar. Para isto
nés realizamos a analise histopatologica e contadjierencial de leucocitos nos pulmdes
dos animais controle, animais tratados com APARiImas que receberam apirase apos duas
horas do tratamento com APAP. Dessa forma podetnesrvar na Figura 6 e no Gréafico 9
gue nenhum efeito foi observado sobre o recruttonga leucocitos para o pulmao, bem a
reducdo da lesdo pulmonar, entretando niveis amtes de DNA mitocondrial mantiveram
aumentados mesmo apods tratamento com apirase.irf@leggeue a sinalizagdo purinérgica
participa somente da leséo hepatica.

FIGURA 6 - O bloqueio da sinalizacao purinérgica pgomove alteracéo na lesdo pulmonar.
Cortes histolégicos representativos do pulmao deucaongos submetidos a gavagem com
salina, controle, animais tratados com sobredosARP (500mg/Kg) e animais tratados
com apirase. O APAP foi administrado por via ogaivagem), dissolvido em salina aquecida
e a apirase foi aplicada ap6s duas horas de tratantem o APAP, através de injecdo
intravenosa. Como observado pelas imagens o tratargem apirase nao altera as areas de
fibrose. ApO0s 24 horas dos tratamentos os pulmdes ahimais foram fixados em
formaldeido e processados para histologia. Corteduch de espessura foram obtidos e
corados com H&E. A escala corresponde aui@0
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Grafico 9 - Bloqueio da sinalizacdo purinérgica e metabolishooATP extracelular ndo
diminuem leséo pulmonar. Camundongos C57BL/6 reeeieapds duas horas do tratamento
com APAP (500 mg/Kg), injecdo intravenosa de difege antagonistas de receptores
purinérgicos. Completada 24 horas apdés tratamewim APAP, o0s animais foram
sacrificados e o lavado bronco-alveolar foi real@aCamundongos tratados com APAP
apresentaram numero elevado de leucocitos, deraadstrque a inflamacédo pulmonar
acontece e que a mesma néao foi impedida pelo bimquemetabolismo do ATP extracelular.
Os macrofagos foram o tipo celular mais frequerdeLBA. O tratamento com APAP
aumentou os niveis de DNA mitocondrial, e este paguoeu elevado mesmo apdés tratamento

com apirase. A diferenca estatistica foi indicadia*p< 0,05).
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4.12. A TOXICIDADE POR APAP PODE SER REPRODUZIDA BMIODELO IN VITRO
NA LINHAGEM CELULAR HEPG2 DE MODO BASTANTE SIMILAR AO
OBSERVADOIN VIVO

O cultivo da linhagem celular hepéatica HepG2 pode ilizado, dentre outras
finalidades, para avaliar a citotoxicidade de <sifgbas e medicamentos em geral. As
metodologiasin vitro mais aceitas sdo aquelas que utilizam células hasnderivadas do
figado, como hepatdcitos primarios e linhagenslasds de hepatocarcinomas, incluindo a
linhagem celular HepG2. A HepG2 é uma linhagemlaelimortalizada n&o-tumorigénica
proveniente de um carcinoma hepatocelular humassa Einhagem retém muitas funcdes
celulares muitas vezes perdidas por hepatocitosapios.

N&o obstante, o APAP em altas concentracdes éotmdra estas células, e reproduz
fielmente o perfil j& observado em nossos experiosin vivo. APAP inviabiliza células
HepG2 de forma dose- e tempo-dependente. Paramzaltéo de experimentas vitro, foi
realizado curva dose-resposta a fim de avaliar spré a dose de APAP indicada, como pode
ser observado pelo Grafico 10, a dose de 5 mM nedem aproximadamente 50% a
viabilidade celular, em comparac¢do com célulastrdtadas. De forma similar foi realizado
um experimento tempo resposta para determinacamedbor momento para a coleta de
dados. Foi demonstrado que na 242 hora houve perd#®% da viabilidade celular, como
observado pelo Graficoll. Dessa forma, foi detesidon que, para 0s experimentos

posteriores seriam adotados a dose de APAP a 5 mMmapo de 24 horas.
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Grafico 10 - Curvadoserespostale APAP. Células HepG2 foram cultivadas e plagueada
uma densidade de 16élulas/poco por 24 horas. Foram utilizadas aesids 1, 5, 10, 15, 20
e 25 mM. Foi entdo determinado que a dose de 5rehfot em vista que a mesma é

compativel com a LD 50. A diferenca estatisticaridicada por *(p < 0,05). Amaral (2012)
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Gréfico 11 - Curva tempo-resposta de APAP 5 mM. Células Hep®&ni incubadas a 10
células/poco pelos tempos de 0, 6, 12 e 24 hocasldterminado, entdo, o tempo de 24 horas
de incubacédo para os experimentos posterioresvemgue o mesmo corresponde a LD 50.
A diferenca estatistica foi indicada por *(p < §,08maral (2012).
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4.13. O TRATAMENTO COM APAP ALTERA O PERFIL DE EXPR ESSAO DE
RECEPTORES PURINERGICOS EM CELULAS HEPG2

A fim de elucidar os mecanismos envolvidos na $&didade elevada para
purinas extracelulares, os mMRNA foram isoladosrérpgie células HepG2 incubadas ou néo
com APAP e a expressdo de receptores purinérgiosmf avaliados. A andlise de
quantitativa por PCR revelou que varios receptdaesipo P2 (P2X1, P2X2, P2X3, P2X7,
P2Y2, P2Y4) e ectonucleotidases (NTPDase 2 e @pfaegulados positivamente durante a
incubagcdo com APAP quando comparados com o0s noseosroles, Grafico 12.
Considerando os efeitos prejudiciais de uma siaghia exacerbada de ATP extracelular, a
hipotese de que a expressao elevada de ectondelsegipode consistir em um mecanismo de
restricdo da sinalizacdo por ATP e consequentesgiot celular, permitindo que o ATP
extracelular seja metabolizado & adenosina. Dmdoa corroborar o dado, foi mostrado
anteriormente que o bloqueio dos receptores deoat®n promovem aumento da lesao
hepatica atribuindo a esse receptor um papel deegio, Grafico 7. Alem disso, foi
observado tambem que células incubadas com APARrd#ram aumento da expresséo de
receptores de adenosina, do tipo A2a (A2aR), coafido seu papel resolutério na
inflamacéo, Grafico 12.
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Grafico 12 - O tratamento com APAP altera a expressdo de recspfmranérgics. As
células HepG2 foram cultivadas na presenca ou aizgséa APAP (5mM) durante 24 horas, e
0 RNA total foi extraido para ensaio enzimatico &R em tempo real. As células HepG2
nao tratadas representaram os valores basais, reaqyze as demais células apresentaram
aumento na expressao dos receptores purinérgisodadds foram apresentados como média
de dois experimentos independentes, ambos exesutadado quintuplicatas.
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4.14. AUMENTO DA EXPRESSAO DE RECEPTORES PURINERGIGDS FORAM
IDENTIFICADOS EM PACIENTE DIAGNOSTICADOS COM INSUFI CIENCIA
HEPATICA NAO VIRAL

Foram analisados e incluidos em nosso estudo seienpes diagnosticados com
insuficiéncia hepatica aguda nado viral, com suapede inducdo por droga,
eles se dirigiram a Clinica do Hospital FederaRio de Janeiro, especializado em doencas
do figado. Os critérios de inclusdo estabelecidosani o0s pacientes apresentarem
coagulopatia (tempo de protrombina superior a bhs)Razdo Normalizada Internacional
(INR) > 1,5, encefalopatia hepética dentro de 8 semartasicia e ndo apresentar histérico
de doenca hepaticas. Amostras de figado foram tandixtidas a partir de quatro doadores
saudaveis para as experiéncias. Expressao de oexegiurinérgicos e ectonucleotidases
foram quantificados por PCR em tempo real. Estadesfoi aprovado pelo Conselho de
Reviséo Institucional (CEPFiocruz 22/03), e real@aom um consentimento informado por
todos os participantes. O protocolo do estudo almd@s normas éticas da Declaracdo de

Helsinque de 1975. Os valores foram consideradatisgt&camente quando *(P < 0,05) .
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Grafico 13 - Pacientes com hepatite apresentaram aumento masedip dos receptores

purinérgicos. Seres humanos foram diagnosticadws@patite, ndo viral, e a expresséo de
receptores purinérgicos e ectonucleotidases fontfficada por PCR em tempo real. A

analise guantitativa das amostras de figados domemies com hepatite reveleram um
aumento da expressao de varios receptores pugnérgéem comparacdo com voluntarios
saudaveis. O nosso controle foi determinado porstnamde figado de pacientes voluntarios e
saudaveis. A diferenca estatistica foi indicada*fmk 0,05).
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5. DISCUSSAO

Nosso trabalho demonstrou que a sobredose de AB¥P diretamente, de forma
tempo e dose dependente, a morte de hepatdcitosuffoaa em lesédo hepatica aguda. Esta
les@o esta relacionada a uma grave e disseminadasaenepatocelular, evento onde ha um
grande extravasamento de conteudo intraceluladugém de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias. Durante a lise celular ocorre lilgdia de algumas substancias, como o ATP,
gue quando no meio extracelular atua como potéviadar do sistema imune. Em resposta a
isso, ocorre o influxo de neutrdfilos para as atesadas do figado, potencializando o efeito
deletério da toxicidade induzida por APAP. Quandetaiolizamos o ATP extracelular,
através do uso de apirase ou mesmo pelo bloguena¢aldgico dos receptores purinérgicos,
através do uso de antagonista seletivos e naadvesleverificamos que h& diminuicdo da
lesdo hepética e reducdo no recrutamento de ningrgfra o tecido lesado. Para melhor
compreender a participacdo da sinalizacdo puricengeste contexto inflamatério o modelo
utilizado ja bem estabelecido de leséo hepaticdaguuzida por sobredose de APAP (Boyd
& Bereczky, 1966), que reproduz o perfil observaglm pacientes que apresentam
clinicamente a doenca (Berretl al, 2010). A morte celular desencadeada pela sobratise
APAP é, em parte, pela producdo excessiva do mldtakioxico NAPQI, com o seu
excedente ndo-passivel de conjugacdo com a gha#atPorém um importante ponto que
ainda precisa melhor ser esclarecido é a parti@pado sistema imune na inducdo e
agravamento do dano hepatico por sobredose de APAP.

A sobredose por APAP induz elevacgao intracelula idms céalcio por mecanismos
que envolvem disfuncdo mitocondrial, promovendacdiflades no manejo dos estoques
intracelulares, e liberacdo de ATP para o meicaertular. Para estudarmos a participacéo da
sinalizacdo purinérgica na lesdo hepética estémdugdida por sobredose de APAP
padronizamos uma dose (500mg/Kg) capaz de causar legdio hepéatica reversivel e
avaliamos a cinética desta lesdo hepatica ao ldngempo, percebendo que o pico da leséo
foi a 24 hora (Marqueset al, 2012). A necrose hepética por APAP possui algumas
caracteristicas especificas, como a localizagatatebular da necrose. O mecanismo desta
localizac&o especifica ainda nao foi esclarecidoptetamente, mas acredita-se que tenha
relacdo com o repertorio enzimatico dos hepatodiéssa area (Lee, 2008Jomo observado
na Figura 1, a avaliacdo dos cortes histologicodirtoou a correta inducéo de lesdo hepética
por APAP, com a localizacdo e as alteracdes maiitd§ esperadas (vacuolizagdo, cariolise
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e necrose oncoética). De forma interessante obsewapue o tratamento com APAP induz o
recrutamento de neutréfilos para o figado, visadlis através da técnica de miscroscopia
intravital, (Figura 2B), e que a presenca destesidcidente com as areas de necrose, e seu
pico ocorreu apdés 24 horas do tratamento com APAPpartir dessa técnica direta,
verificamos que o recrutamento de neutréfilos arode maneira significativamente
aumentada em comparagdo ao nosso grupo contgadpf de camundongos que receberam
salina apresentaram uma microvasculatura completenmgerfundida como mostrado pela
coloracao regular dos sinusoides (Figura 2A) .ahaccressaltado anteriormente o tratamento
com APAP induz & morte celular por necrose, quesparvez promove liberacdo de ATP.
Para avaliarmos qual a participacdo da sinalizatggsa purina no contexto da faléncia
hepatica aguda, inicialmente, no0s metabolizamosa gsgrina utilizando a apirase,
ectonucleotidase sintética, que cliva o ATP exttdaea ADP e AMP e consequentemente,
outra ectonucleotidase (CD73) cliva AMP em aderasi tratamento com apirase reduziu
significativamente a lesdo hepatica (medida atraedsniveis séricos de ALT), (Gréfico 1).
De forma a corroborar com a diminuicdo da leséatwegy o tratamento com apirase, reduziu
as areas de necrose (Figura 3C e D). Consideramdpartante papel dos neutroéfilos durante
a lesédo hepatica aguda e sabendo que essa popoédglo € recrutada para o figado apos
tratamento com APAP, nOs queriamos avaliar se andigfio da lesdo hepatica era
justificada pelo influxo dessas células. Como pse€e visualizado através da microscopia
intravital, os camundongos que foram tratados cqminase de fato apresentam notoria
reducdo do recrutamento dessas células (Figuraudhdgp comparados com 0s animais
tratados com APAP. De forma quantitativa esse xoflide neutréfilos foi medido
indiretamente através da dosagem da MPO, que ceparaglo teve reducéo estatisticamente
consideravel quando comparado com o grupo queeacgienas APAP (Gréfico 3).

A inflamacdo hepatica decorrente da sobredose dBPAP bastante descrita na
literatura. Levando em conta essa informacdo eadssisobre a diminuicdo de neutrdfilos,
apos tratamento com APAP, é de grande importanega ap mecanismos pelo qual esta
inflamacdo decorre sejam definidos. Assim, decidinguantificar alguns mediadores
inflamatorios estabelecidos, como as citocinasimitamtorias I1L-13, TNFa e MIP-2, cujo
papel no recrutamento de neutréfilos € bastanterittie¢Grafico 2) (ZLOTNIKet al, 2006).
Para nossa satisfagdo os niveis séricos das efo@nalisadas estavam aumentados apos
tratamento com APAP, seguida da diminuicdo muiforessiva das mesmas citocinas apés

tratamento com apirase. A diminuicdo das citocpzde explicar de forma eficaz a reducao
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da chegada de neutrdfilos na lesdo hepética poedode de APAP, mas também a reducao
da ativacdo dos mecanismos danosos por estasscétutacido.

Seguindo esta linha de raciocinio, onde a sina@zggr ATP extracelular atua de
forma prejudicial na lesdo hepatica, realizamosenperimento onde os camundongos foram
tratados com diferentes antagonistas de receppor@sérgicos. Os animais receberam apoés
duas horas do tratamento com APAP, antagonistasadptores do tipo P2, blogueio nao-
seletivo, através do uso da Suramina (5mg/Kg),gamiata de receptores do tipo P2X,
bloqueio especifico, através do uso do TNP-ATP o(kig), antagonista que possui bloqueio
especifico de receptores do tipo P2&través do uso do OXI-ATP (9 mg/Kg), antagonista,
nao seletivo, de receptores do tipo P1, atravassdade Teofilina (20 mg/Kg ) (Grafico 4) e
por fim utilizamos antagonista, ndo seletivo,daseptores do tipo P2Y, através do uso de
Reactive Blue (10 mg/Kg) (Gréfico 5). Observamo® quemprego dos antagonistas de
receptores do tipo P2, suramina, bem como o blatjuede P2Y, reactive blue, ndo
promoveram alteracdo na lesdo hepética mediadasg@oredose de APAP. Entretanto,
verificamos, que o bloqueio do receptor P2X, TNFPA P2X%, OXI-ATP, promoveu
reducdo da lesdo hepatica de forma estatisticamggteficativa. Tais dados sugerem
fortemente o envolvimento de receptores do tipo RB2Xais especificamente P2Xo
processo de lesdo hepatica induzida pelo farmacand modo independente de receptores
P2Y. O bloqueio farmacoldgico dos receptores pugioés também alterou o recrutamento
de neutrodfilos para o tecido hepatico (Grafico3@. forma interessante observamos que o
bloqueio dos receptores do tipo P1, através dodesteofilina, (Gréafico 7) agrava a leséo
hepética, isso pode ser explicado pelo seu papeprotetor. Quando ha elevagdo de
adenosina extra-celular, este nucleotideo nédo sda ars efeitos de receptores P2, mas
também ativa receptores P1, que possuem efeitessdiv comparados aqueles mediados por
receptores do tipo P2 (Beldit al, 2010) dessa forma seu bloqueio anula estes ®feito
descritos. Quando analisamos as histologias degs@®s de camundongos tratados com
bloqueadores de ATP (Figura 5), observamos queress &le necrose estdo visualmente
reduzidas nos grupos de bloqueadores de recemoregrgicos do tipo P2X (TNP-ATP) e
P2X; (OXI-ATP), enquanto que nos demais bloqueios ndo houve meliesaareas de
necrose (histologias ndo mostradas). Para quanmtiissas observagdes, nos realizamos o
scorehistolégico (N > 5 animais por grupo) dos divergngoos de antagonistas de receptores
purinérgicos testados e como demonstrado (Grafigdol confirmado que tanto o tratamento
com apirase quanto o tratamento com o0s antagoni¥as e P2X% reduzem de forma

estatisticamente significativa a as areas de nedndsizidas pela toxicidade por APAP.
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Até agora, neste estudo, mostramos que a sinabizpgéinérgica atua de forma
deletéria no figado, entretanto é sabido que derarfHA induzida por APAP, ocorre uma
inflamacdo pulmonar, explicada em parte por célwasio, neutrdfilos, linfécitos e
monaocitos estarem 50 vezes aumentados em comparagims orgaos (Burret al, 2003 ),
proporcionando um perfil pro-inflamatoério duranéspostas sistémicas (Matthetyal, 2012).
Apesar do hepatoprotecdo (reducdo dos niveis sédeoALT, diminuicdo das &reas de
necrose, adicionada pela reducdo dos niveis @eira@s circulantes promovidas pelo
tratamento com apirase e o0s bloqueadores de reegR@8X e P2y, a inflamacao pulmonar
nao foi alterada (Grafico 9 e Figura 6). Podemaseplar que apds tratamento com apirase e
com os blogueadores de ATP, as populagcdes celulesatentes nos pulmbes permanecem
inalteradas. De acordo com esta interpretacdoaltrab recentes demonstraram que o
aumento dos niveis séricos de ATP foram encontrallmante a hepatectomia apenas
transitériamente (aproximadamente 5 minutos), [g8de ser explicado pela presenca de
ectonucleotidases que e rapidamente clivam o ATiRa@{ular , permitindo que este volte
aos valores basais (Graubasett al, 2012 ). Estes dados sugerem que, enquanto o ATP
extracelular desempenha um papel-chave na lesfatiba local, ele ndo age como
mediador da resposta inflamatéria sistémica.

Como o nosso modelo de estudo abrange uma extatisaeminada lesdo necrotica
hepatica devemos considerar a participacdo dedmAMPs como o DNA mitocondrial,
como possiveis responsaveis pela manutencdo deogueidmatorio sistémico apresentado
apos clivagem do ATP extracelular. Para confirmemsa hipotese a dosagem sérica de DNA
mitocondrial foi realizada. E como apresentado {iGé&), observamos que os niveis desta
molécula permanecem aumentados mesmo apos tratanwen apirase, sugerindo que seja
este o responsavel por induzir a inflamacao néstEos.

Além dos dadosn vivo, apresentados aqui, alguns experimentos foranzadak in
vitro. Neste contexto, a cultura celular permite isolarcomponentes de interesse em uma
composicado conhecida, e por isso a utilizamos emtadologia para estudar os efeitos da
sinalizacdo purinérgica, bem como a participacés skeus receptores. Para tanto foram
utilizadas células imortalizadas de origem hepatidepG2). No Gréafico 9 € possivel
observar uma representagéovitro do nosso modelo de faléncia hepética em camundpngos
no qual a inviabilizagdo celular por APAP ocorreduse de 5 Mm, e inclusive chega ao
nivel mais alto observado na ®24ora (Gréafico 10), portanto sendo aparentemente

representativo do que ja observado no mouheldvo.
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A fim de elucidar os mecanismos envolvidos na $didade elevada para
purinas extracelulares, os mRNA foram isoladosrérpge células HepG2 incubadas ou néo
com APAP e a expressdo de receptores purinérgioccsmf avaliados. A Analise de
quantitativa por PCR revelou que varios receptai@gipo P2 (P2X P2X, P2X;, P2X,
P2Y,, P2Y,) e ectonucleotidases (NTPDase 2 e 6) foram regsladsitivamente durante a
incubagcdo com APAP quando comparados com o0s nossofoles, (Gréfico 12).
Curiosamente, em situacdes de privacao de ATP amtb@l, como se observada durante a
faléncia hepatica aguda induzida por APAP, aslaglpodem utilizar receptores P2 para
aumentar calcio intracelular e consequentementendar a sintese de ATP dentro da
mitocondria, como tentativa de escapar da mortglare(Bravoet al 2012 e Glanct al,
2012). Portanto, sugerimos que o aumento de vegteptores purinérgicos, observados tanto
pelo tratamento das células HepG2 com APAP , quaeltss analises em bidpsias de figado
de pacientes diagnosticados com faléncia hepdtitainante (Grafico 13), pode ser
entendido como uma estratégia da célula parangsto sofrendo com aumento do influxo
de calcio mediado pelos receptores do tipo P2.

Em concluséo, nosso trabalho demonstrou que nddjga ATP atua ndo s6 como
ativador do sistema imune, mas também como um DAditOxico, por aumentar a
concentracdo intracelular de calcio, e que o tratdon com apirase ou bloqueio dos
receptores purinérgicos, oferecem uma opcéao tetiapépara diminuicdo da inflamacéo
hepatica, mas ndo pulmonar. Além disso, 0 aumen® rdceptores do tipo P2 podem
consistir uma estratégia fisiologica para regulargbes das células. Estes resultados tém
implicacbes claras na patogénese e na terapia elacadcepética, fornecendo abordagens

farmacoldgicas alternativas para o tratamento l@ada hepatica aguda.



73

6. CONCLUSOES

Nossos dados nos permitem concluir que o tratantemoAPAP causa leséo hepética
com consequente liberacdo de contetdo intracelgler,inclui o ATP. Dentro do figado o
ATP atua ndo s6 como um ativador do sistema indgnb, mas também como um DAMP,
promovendo alteracdo na homeostase intracelulaiahsscalcio, sendo citotdéxico para os
hepatocitos. O seu metabolismo por apirase oubécém da sinalizacdo, por bloqueio dos
seus receptores, reduzem a lesdo hepética indppid®PAP. A incubacdo com APAP
modifica a expressdo de receptores purinérgicogant®b a um quadro de hiper-
responsividade ao ATP, justificando a participag@g@urinas na patogénese da FHA.

O manejo dos niveis de purinas extracelulares, dmno a modulacéo dos receptores
do tipo P2X, especialmente P2Xodem constituir uma importante estratégia figjala para
regular as funcdes das células. Estes resultadosnt@licacbes claras para a patogénese e
terapia da faléncia hepatica aguda, apontando wstale sinalizacdo como abordagem

farmacoldgica alternativa para o tratamento danmaes
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8. ANEXO

Artigo cientifico publicado em 2013 na revis@ell Communication and Signaling

intitulado como:

Altered responsiveness to extracellular ATP enhsuacetaminophen
hepatotoxicity



