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Kit Discovery

Mesoscale
MSD Human Prolnflammatory 7- Discovery K15008B

Plex Tissue Culture Kit
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Material Marca # Catalogo
MSD Phospho (Ser4.73)/T otal Akt M_esoscale K15100D
Whole Cell Lysate Kit Discovery
;\grSyDP\;;?IZIgI)(1Human Pro-Inflamma- I\Igiessccz)svcearlf K15049D
CpG ODN 2395 Miltenyi 130-100-282
fPulﬁgg :rencljltura 96 pogos com NUNG 163320
Human TNF-alpha DuoSet ELISA R&D DY210
Solucédo de Turk RenyLab 66
Goat Anti-mouse IgG-HRP B?)?géir%rll(;y sc-2005
lll\ﬂgf;;);lonal Anti-B-Actin clone Sigma A5316
Goat Anti-rabbit IgG-HRP Sigma A6154
Histopaque 1077 Sigma 10771-100ML
Paracetamol Sigma A3035-1VL
PMSF Sigma P7626
Protease Cocktail Sigma P2714
Tetrametilbenzidina Sigma T2885-100MG
HTAB Sigma H6269-100G
Pertussis toxin from B. pertussis Sigma P7208
Cetamina 10% Syntec -
Xilasina 2% Syntec -
DMSO Synth 01D1011.01.BJ
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Resumo
Introducao: TLRs e PI3Ks s&o proteinas muito importantes para o desenvolvi-

mento de uma resposta inflamatoria robusta e eficiente. Enquanto TLRs s&o res-
ponsaveis por reconhecer PAMPs/DAMPs e iniciar a resposta, as PI3Ks s&o res-
ponsaveis por uma diversa variedade de fungdes que compreendem a migragao,
ativagcao e sobrevivéncia celular, sintese de proteinas e outros. Como ambas as
proteinas tém agdes complementares para a ativacao celular e desenvolvimento
da resposta imune, um desequilibrio nas suas vias de sinalizagdo poderia levar
a respostas inflamatdrias excessivas. O objetivo deste trabalho foi estudar o pa-
pel de PI3K na regulag&o da resposta TLRO.

Métodos e Resultados: PBMC de doadores saudaveis foram coletados, esti-
mulados com ODN2395 com ou sem inibidor seletivo PI3Ky (GSK-723) e anali-
sados. Para avaliar se a via PI3K interage com a via de TLR9 a fosforilagao de
AKT e citocinas induzidas por TLR foram medidas. Os niveis de p-AKT comeca-
ram a aumentar 30 minutos apds a estimulagdo de TLR9 e, quando as células
foram tratadas com a GSK-723, a fosforilacdo de AKT foi diminuida. Além disso,
a estimulagcdo de PBMC com CpG foi capaz de induzir a producéo de citocinas
(IFN- a, B, v; TNF-qa; IL-6 IL-8, IL-12) que também foi inibida quando as células
foram tratadas com a GSK-723. Para estudar se esses achados s&o relevantes
in vivo nos avaliamos o papel da PI3Ky no contexto de duas doengas diferentes:
a silicose e a lesdo hepatica induzida por drogas (DILI). Para o modelo de sili-
cose, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e PI3Ky”- foram instilados
por via intranasal com silica (10 mg/Kg) e mantidos por 28 dias. Os camundon-
gos WT apresentaram um intenso infiltrado de leucdcitos tanto nas vias aéreas
e quanto no parénquima pulmonar e uma extensa inflamacgao do parénquima do
pulmédo do tipo granulomatosa que se correlacionou com as areas de fibrose
pulmonar. Todas estas alteracdes resultaram em comprometimento da funcao
pulmonar dos camundongos. No modelo de DILI, camundongos do tipo WT e
PI3Ky” foram submetidos a jejum durante 15 h, tratados com paracetamol
(APAP) (600 mg / kg) por gavagem e os danos causados no figado e no pulmao
foram avaliadas 24 horas apds a administragdo da droga. Nos camundongos
WT, a administragdo de APAP resultou em altos niveis de ALT no sangue, areas
necroticas no figado, bem como de influxo leucécitos para o BALF e perda da

fungao pulmonar. De maneira contraria, os camundongos PI3Ky” tiveram menos

18



danos no figado medido pelos niveis de ALT no sangue, pequenas areas de
necrose no figado, menor infiltragdo de leucécitos nas vias respiratorias e uma
melhor fungdo pulmonar, em comparagdo com camundongos WT. Além disso,
0s nossos resultados também demonstram que a PI3Ky”- deve ser inibida tanto
nas células do parénquima quanto nas células mieldides para que se tenha pro-
tecédo hepatica. Finalmente, para avaliar se PI3Ky”’ ¢ um bom alvo terapéutico
para tratamento nos casos de intoxicagao por drogas, o protocolo DILI foi repe-
tido com animais WT divididos em trés grupos: veiculo, tratados com padr&o ouro
NAC (600 mg / kg) e tratados com AS605240 (inibidor seletivo de PI3Ky) (20 mg
/ kg), por gavagem, 6 e 12 horas apos a administracdo do APAP. Os nossos
resultados mostraram que o tratamento com AS605240 pode reduzir o dano he-

patico, mesmo nos tempos em que o tratamento com NAC surte mais efeito.

Conclusao: Nossos resultados mostram que a ativacao da PI3Ky € necessaria
para a ativagao apropriada da resposta induzida por TLR9. Quando a enzima
PI3Ky esta ausente ou é inibida, os agonistas de TLR9 sdo incapazes de ativar
a funcdo completa do seu receptor resultando assim em uma baixa produgao de
citocinas e menor inflamacéo. Estes resultados também indicam que PI3Ky é um
bom alvo terapéutico para o tratamento em doencas uma vez que a atividade
reduzida do TLR9 resultou em menor dano tecidual, protegendo assim o hospe-

deiro de uma resposta inflamatéria excessiva.
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Abstract
Introduction: TLRs and PI3Ks are very important proteins for the development

of a robust and efficient inflammatory response. While TLRs are responsible for
the PAMPs/DAMPs recognition and initiate the response, PI3Ks are responsible
for a myriad function that comprise cell migration, cell activation, protein synthe-
sis, cell survival and others. As both proteins have complimentary actions toward
cell activation and response, an imbalance on their signalling could lead to ex-
cessive inflammatory responses so, the aim of this work was to study the role of

PI3K in the regulation of TLR9 response.

Methods and Results: PBMCs from healthy donors were collected, stimulated
with ODN2395 with or without specific PI3Ky inhibitor (GSK-723) and then ana-
lysed. To evaluate if the PI3K pathway interacts with the TLR9 pathway the phos-
phorylation of AKT and TLR-induced cytokines were measured. The p-AKT levels
started to increase 30 minutes after TLR9 stimulation and when the cells were
treated with GSK-723 the phosphorylation of AKT was blunted. Moreover, the
stimulation of PBMCs with CpG could induce the production of cytokines (e.g.
IFN a,B,y; TNF-a; IL-6; IL-8; IL-12) which was also inhibited when the cells were
treated with GSK-723. To study whether these findings are relevant in vivo we
assessed the role of PI3Ky in the context of two different diseases: Silicosis and
drug-induced liver injury (DILI). For the Silicosis model, C57 wild type (WT) and
PI3Ky’ mice were instilled intranasally with silica (10 mg/Kg) and kept for 28
days. WT mice had high leukocyte infiltrate in the airways and lung parenchyma
and extensive lung inflammation resembling granulomas that was correlated with
lung fibrosis. All of these alterations resulted in lung function impairment. In the
DILI model, WT and PI3Ky’ mice were fasted for 15h, treated with acetamino-
phen (APAP) (600 mg/kg) by oral gavage and liver and lung damage were as-
sessed 24h after drug administration. In WT mice, the administration of APAP
resulted in high levels of ALT in the blood, necrotic areas in the liver as well as
leukocyte influx to the BALF and loss of lung function. On the contrary, PI3Ky-/-
mice had less liver damage measured by ALT levels in the blood, smaller necrotic
areas in the liver, lower leukocyte infiltration into the airways and better lung func-
tion, when compared to WT mice. Plus, our results also demonstrate that PI3Ky
must be inhibited in both parenchyma and myeloid cells to achieve hepatic pro-

tection. Finally, to evaluate if PI3Ky” is a good target for drug treatment in cases
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of APAP intoxication, DILI protocol was repeated with WT animals divided in three
groups: vehicle, gold standard NAC (600 mg/Kg) and AS605240 (specific PI3Ky
inhibitor) (20 mg/kg) treated by oral gavage 6 and 12 hours post-APAP admin-
istration. Our results showed that AS treatment could reduce the liver damage
even in timepoints where NAC have no longer effects.

Conclusion: Our results show that activation of PI3Ky is necessary for full sig-
nalling of TLR9 agonists. When PI3KYy is absent or inhibited, TLR9 agonists are
unable to exert their full function resulting in lower cytokine production and in-
flammation. These results also indicate that PI3Ky could be a good target for drug
treatment in diseases because the lower activity of TLR9 led to less tissue dam-
age protecting the host from excessive inflammatory response.
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1 Introdugao

A Inflamacéo, provavelmente, € um dos eventos descritos mais antigos
nos registros médicos porque, assim como hoje, ela deve ter sido frequente-
mente vivenciada pelos povos antigos de forma bastante intensa. Simbolos ar-
remetendo a inflamagdo s&o encontrados em hierdglifos Sumérios datados de
2700 a.c. e, a atual terminologia dos sinais cardinais da inflamagao — dor, calor,
rubor e inchacgo — foram descritos Cornelius Celsius durante o primeiro século da
era cristd. Mais tarde o termo perda de fungao foi incrementado por Rudolph
Virchow, em 1858 (MEDZHITOV, 2010; ROCK et al., 2010).

O processo inflamatério € uma resposta dos tecidos vascularizados contra
alguma condig&o ou estimulo nocivo que pode ser causado por agentes biologi-
cos (virus, bactérias), fisicos (silica, traumas), quimicos (remédios) ou até
mesmo metabdlicos (dieta) que busca sempre retornar a homeostase. Uma vez
iniciado o processo inflamatoério, uma série de mediadores (citocinas, quimioci-
nas, eicosanoides, aminas vasoativas) serdo produzidos e liberados pelas célu-
las residentes do local acometido. A presencga desses mediadores causa mudan-
¢as na vasculatura local que vao desencadear: (1) aumento da circulagao e per-
meabilidade vascular e (2) infiltrado de leucécitos. Uma vez no tecido, tanto mo-
léculas soluveis (ex.: anticorpo, complemento, colectinas) que extravasaram do
plasma quanto os granuldcitos que foram recrutados tentarao neutralizar e elimi-
nar o agente desencadeador da inflamac¢&o. Uma vez no tecido e depois de exer-
cer suas fungdes, os granuldcitos entram em apoptose e passam a expressar
novas moléculas na sua superficie que vao induzir uma mudanga de perfil nos
monaocitos que estdo presentes no sitio inflamado. Com esta mudanga do perfil
pré-inflamatério para anti-inflamatério, novos mediadores inflamatorios (ex.: IL-
10, lipoxinas) comegam a ser produzidas e a recrutar majoritariamente um outro
tipo celular, os macrofagos, que vao limpar os debris e estimular a reparagéo
tecidual. Caso a inflamacgao dure um tempo maior, linfécitos que foram ativados
pelas células dendriticas do tecido afetado também participam do processo
(MEDZHITQV, 2008; 2010; ROCK et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Desenho esquematico do processo inflamatério desde o seu inicio até a sua resolugéo.

Nele podemos observar claramente as trés fases distintas da inflamacgéo: a primeira fase, ou fase produtiva,
onde os principais eventos sdo o aumento da permeabilidade vascular e o recrutamento de leucdcitos para
o sitio lesado, a segunda fase, ou fase de transigao, na qual tem se a eferocitose das células apoptdticas e
a mudanca de perfil das células inflamatérias e a terceira fase, ou fase resolutiva, onde os leucdcitos rema-

nescentes bloqueiam o recrutamento de novos mondécitos/neutroéfilos, promovem a reparagéo tecidual e sdo
drenados para o sistema linfatico (ALESSANDRI et al., 2013).

Entretanto, para que a inflamagao ocorra de forma efetiva ela precisa ser
executada de forma coordenada e autolimitante. De fato, a resposta inflamatoria
€ bem orquestrada para que os eventos sejam sucessivos e acontegam cada um
a seu tempo e lugar correto. Além disso, componentes que participam de forma
a promover a inflamagao também sao responsaveis por comecgar a desencadear
0 processo de resolucdo do mesmo, de modo que, assim que o fator desenca-
deante do processo inflamatorio é resolvido, o processo se resolve pouco depois.
Problemas que envolvem tanto a iniciacdo quanto a resolugéo do processo infla-
matorio podem trazer consequéncias graves para o hospedeiro como reagdes
excessivas, descontroladas, fora do local adequado ou até mesmo cronicas e
nao resolviveis (MARQUES et al., 2016; SERHAN; CHIANG, 2013; SERHAN;
SAVILL, 2005)
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Como mencionado anteriormente, fatores de natureza diversas podem
desencadear um processo inflamatoério, entretanto, independentemente do
agente iniciador dessa resposta, para que ela tenha inicio, as células residentes
do tecido tém que ser capazes de detectar o dano, se ativarem e produzir medi-
adores que recrutardo outras células do sistema imune. Por sua vez, as novas
células que sao recrutadas terdo que ser capazes de detectar o local da leséo,
migrar em dire¢ao a este ponto e se ativarem para que estejam aptas a realiza-
rem sua funcao efetora. Para que isto ocorra apropriadamente, dois tipos de pro-
teina s&o necessarias, sao elas: (1) receptores de reconhecimento padrao, que
vao detectar o sinal e (2) proteinas de sinalizag&o intracelular, que vao interpretar
o sinal enviado pelo receptor e transmitir a informacg&o para os compartimentos

celulares responsaveis por uma determinada reacéao.
1.1 Receptores de conhecimento padrao

O sistema imune inato € o maior contribuinte para o inicio da inflamacéao
induzida por microrganismos ou dano tecidual. Apesar de células como os ma-
crofagos e células dendriticas serem de suma importancia, células da linhagem
ndo imunologica como células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, também ex-
pressam estes receptores e sdo capazes de contribuir para a resposta imune
inata. Elas expressam uma série de receptores de reconhecimento de padrao
(PRR) que estéo codificadas no codigo genético e permitem que estas células
reconhegam a presencga de microrganismos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

A ideia da existéncia desses receptores ganhou forga em 1989, onde
Charles Janeway Jr. propds em seu discurso no congresso de Cold Spring Har-
bor que células do sistema imune inato deveriam ter receptores que consegui-
riam detectar moléculas padrbes nos patégenos e, dessa forma, fazer um link
entre a imunidade inata e a adaptativa (JANEWAY, 1989).

Atualmente, 4 classes de PRRs s&o descritos e eles incluem proteinas
que estdo localizados tanto em membranas celulares como os Receptores do
Tipo Toll (TLRs) e Receptores de Lectinas do tipo C (CLRs) quanto no citosol,
como Receptores do tipo RIG-I (RLR) e Receptores do tipo NOD (DE NARDO,
2015; KAWAI; AKIRA, 2009). De todos as classes de PRRs conhecidas, a pri-
meira a ser descoberta e o que mais foi estutado atualmente sdo os TLRs.
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O estudo dos TLRs teve seu inicio em 1991, na mosca doméstica (Droso-
phila melanogaster) quando dados sobre a sequencia genética da porgéo cito-
solica do receptor para IL-1 em humanos revelaram que ele era homologo ao de
uma outra proteina, na mosca, chamada Toll (GAY; KEITH, 1991). Entretanto,
este resultado foi tido como inesperado pela comunidade cientifica, uma vez que
a unica funcdo conhecida até entdo para esta molécula era a de promover a
polarizagéo dorsoventral das larvas da mosca (ANDERSON; JURGENS; NUSS-
LEIN-VOLHARD, 1985). Estudos posteriores demonstraram que a ativagao de
Toll sinaliza intracelularmente via uma proteina chamada Dorsal e que esta com-
partilha um dominio homologo REL com outra proteina de mamiferos, ja conhe-
cida, chamada fator nuclear kappa B (NFkB) (STEWARD, 1987) e, naquele
tempo, ja era sabido que a ativagdo de NFkB estava relacionado a resposta a
bactérias Gram negativas, sendo considerado uma das mais importantes molé-
culas relacionadas a inflamagéo e infecgéo (SEN; BALTIMORE, 1986).

Subsequente a estes fatos, duas descobertas impulsionaram a busca por
um receptor semelhante ao Toll em mamiferos. O primeiro deles, foi a desco-
berta da proteina N em 1994, em plantas, que conferia protecdo ao virus do
mosaico do tabaco. Esta proteina tinha o dominio citoplasmatico semelhante a
do Toll e da IL-1R1; dominio este que ficou conhecido como TIR (dominio de
resisténcia Toll/IL-1) (WHITHAM et al., 1994). O segundo fato foram os achados
de Lemaitre e Hoffman, em 1996, que mostraram que moscas adultas que n&o
conseguem sinalizar apropriadamente via Toll sdo incapazes de combater infec-
¢Oes fungicas (LEMAITRE et al., 1996).

Essa busca por este receptor resultou na descoberta, em 1997, por
Medzhitov e Janeway no que viria a ser mais tarde o TLR4 e do seu ligante, o
lipopolissacarideo (LPS) (MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT; JANEWAY,
1997). Essa descoberta impulsionou a pesquisa no campo dos TLRs e nos anos
subsequentes outros TLRs foram descobertos até que, no ano de 2000, o TLR9
juntamente com seu ligante, DNA rico em porgdes CpG n&do metilado, foi descrito
(HEMMI et al., 2000).

Os receptores TLRs sao proteinas transmembrana que estado localizados
tanto na membrana plasmatica — TLR1, 2, 4, 5 e 6 — quanto em vesiculas ou
endossomos — TLR4, 7, 8, 9 (Figura 2). Na membrana, eles geralmente estédo
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expressos como mondmeros mas, a presenca do seu ligante induz sua dimeri-
zagao e sinalizagao intracelular (ACHEK; YESUDHAS; CHOI, 2016; TAKEDA,
2004). Varios estudos elucidaram o padréo de expresséo dos TLRs nos diferen-
tes tecidos animais sendo que a grande maioria dos tecidos testados expressa-
vam pelo menos um receptor e varios outros tecidos expressavam varios TLRs
ao mesmo tempo. Os fagocitos profissionais sdo as células que expressam a
maior diversidade de combinacdes de TLRs. Além destas, células ndo imunes
também expressam TLRs, principalmente aquelas situadas em posi¢cdes de bar-
reira como a pele (queratindcitos), trato respiratorio (epitélio das vias aéreas e
pulmonar), trato gastrointestinal (células trato intestinal, hepatdcitos) e trato ge-
nitourinario (epitélio vaginal e cervical) (BARNIE et al., 2014; HORNUNG et al.,
2002; SANDOR et al., 2005; SUN et al., 2016).

Estes receptores sdo capazes de reconhecer uma vasta gama de molé-
culas estruturais dos microrganismos que s&o altamente conservadas entre as
espécies, que sao chamadas de padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPs). Alem dos PAMPs, evidéncias recentes indicam que os PRRs sao ca-
pazes de reconhecer também moléculas endégenas do hospedeiro que, em si-
tuacdes normais néo estio expostas ao sistema imune inato, mas que, em situ-
acdes adversas, sao liberadas. Estas moléculas sdo chamadas de padrées mo-
leculares associados ao dano (DAMPs) (ACHEK; YESUDHAS; CHOI, 2016;
CHEN; NUNEZ, 2010; TAKEUCHI; AKIRA, 2010) (Tabela 1).
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Ligante
Receptor Espécie Localizagcédo
PAMP DAMP
TLR1/2 H,C MP Lipoproteinas triaciladas Desconhecido
Zimosan
TLR2 H, C MP Lipoproteinas Versican
Peptideoglicano
Acido lipoteicéico
TLR3 H,C E dsRNA mRNA
B-Amiloide
TLR4 H,C MP e E LPS Lipoproteinas oxidadas de
baixa densidade
TLR5 H, C MP Flagelina Desconhecido
) Versican
Zimosan B-Amildide
TLR6/2 H, C MP Acido lipoteicdico . , .
. . . Lipoproteinas oxidadas de
Lipoproteinas diaciladas . .
baixa densidade
TLR7 H, C E sSRNA RNA hospedeiro
Imunocomplexos
TLRS H, C E ssRNA IRNA hospedeiro
munocomplexos
Cromatina
DNA CpG .
TLR9 H, C E Hibridos de DNA'RNA DNA hospedeiro
Imunocomplexos 1gG
TLR10 H MP Desconhecido Desconhecido
TLR11 c E Flagelina Desconhecido
Profilina
TLR12 C E Profilina Desconhecido
TLR13 C E rRNA 23S Desconhecido

Tabela 1: Tabela contendo os TLRs ja descritos, a espécie em que ele é expresso, sua localizagdo e ligantes
exogenos e endbégenos de cada receptor.

H = humano; C = camundongo; MP = membrana plasmatica; E = endossomo (DE NARDO, 2015).

Como mencionado anteriormente, a presenca do antigeno induz a dime-
rizacdo e reconhecimento do mesmo pelos TLRs. A dimerizacdo do receptor &
de extrema importancia, pois € ela que vai permitir a fosforilagdo do dominio TIR
e o recrutamento e formacado de um complexo proteico que vai resultar na ativa-
¢éo de NFkB de forma MyD88 dependente ou na ativagéo de fatores regulatérios
de IFN (IFR) de forma TRIF dependente (DE NARDO, 2015) (Figura 2).

A via de MyD88 é utilizada por todos os TLRs com a exceg¢éo do 3, que
utiliza TRIF como molécula adaptadora. A excecédo dessa regra é o TLR4, que é
capaz de ativar as duas vias de sinalizagao. Adicionalmente ao MyD88, os TLRs
1; 2; 4; 6 e 10 podem recrutar também uma segunda molécula, MAL (proteina
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adaptadora semelhante ao MyD88), que servira como um link entre o dominio
TIR dos TLRs e MyD88. Em seguida, MyD88 recruta para o complexo a proteina
cinase associada ao receptor de IL-1 4 (IRAK4) que ira fosforilar IRAK1 e 2. Apos
isso, o complexo IRAK se separa do MyD88 e se liga ao fator associado ao re-
ceptor de necrose tumoral (TNF) 6 (TRAF6) que, por sua vez, ativa o trimero
proteico formado pela cinase ativada pelo fator de crescimento transformante 3
(TGF-B) 1 (TAK1), cinase TGF- ativada 2 (TAB2) e 2 (TAB3) através de poliu-
biquitinilagdo e iniciando assim a ativagdo de NFkB e MAPKSs. A ativacédo de
NFkB acontece quando o complexo trimérico TAK1/TAB2/TAB3 fosforila e ativa
o dimero de cinases de inibidores do fator nuclear kB a e B (IKKs). Por sua vez,
este dimero ativado fosforila a molécula de IkB que esta associada ao NFkB
levando a sua ubiquitinilagao, dissociacdo do complexo e posterior degradacao
pelo proteassoma. Essa degradagdo permite entdo a liberagdo da molécula de
NFkB e sua translocagao para o nucleo. Em paralelo, TAK1/TAB2/TAB3 também
ativam a via das MAPKs atraveés da fosforilagcdo de MKKs que resultardo na ati-
vacéao de p38 e JNK (cinase N-terminal c-Jun). A ativagao destas MAPKs resulta
na ativacao e translocacgao para o nucleo dos fatores de transcricdo CREB e AP-
1 que, juntamente com NFkB estimularao a transcrigdo de citocinas, quimiocinas

e moléculas co-estimulatorias.

TRIF é outra molécula adaptadora utilizada por TLRs para a transducao
do sinal, entretanto, apenas o TLR3 utiliza esta molécula e o TLR4 pode também
utiliza-la em uma via de ativagéo alternativa. Enquanto TLR3 recruta TRIF dire-
tamente para o dominio TIR, TLR4 necessita da presen¢a da molécula adapta-
dora TRAM para que o complexo TIR/MyD88 se forme. A interag&o entre TRIF
e TRAF3 ativa IKKs ndo candnicas como por exemplo IKKe que vai culminar na
fosforilacdo de IRF3 e IRF7. As IRFs fosforiladas sdo entdo translocadas para o
nucleo onde irdo desencadear a transcricdo dos genes de interferons (IFN) tipo
l.

Vale ainda notar que a ativagédo dos TLRs 7; 8; 9 e 13 em endossomos
tardios é capas de levar a fosforilagdo de IRF7 via interacdo de TRAF3 e IRAK2
e que TRIF também é capaz de ativar tardiamente NFkB e MAPKs por meio da
ativagdo de TRAFG6 via interagdo com a proteina cinase interativa com residuos
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de serina/treonina de receptor 1 (RIP1) (ACHEK; YESUDHAS; CHOI, 2016;
O'NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).
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Figura 2: desenho esquematico mostrando a localizagdo e a via de sinalizagdo dos diferentes TLRs de
mamiferos (O'NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).

1.2 Proteinas de sinalizagao celular

Para que um sinal extracelular chegue ao nucleo e a célula possa respon-
der aquele estimulo é preciso que haja um meio de comunicagao entre a mem-
brana plasmatica/endossomal e o nucleo. O processo responsavel por esta co-
nexao chama-se via de transducao de sinal. A transdug¢ao de sinal se baseia em
sucessivas modificagdes moleculares que vao criar um sitio de ancoragem para
outras moléculas, induzir um rearranjo estrutural que permite/bloqueia interagdes
moleculares e atividades enzimaticas ou até mesmo o enderegcamento da molé-

cula para degradacgéo.
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Um evento comum no inicio da via de transducgao de sinal € a adi¢ao de
um residuo de fosfato em aminoacidos especificos da porcéo citosodlica do re-
ceptor (tirosina, serina, treonina) e as enzimas que fazem esta fungéo sao cha-
madas de cinases proteicas. Posteriormente na via de sinalizacdo, podem ser
ativadas cinases que nao fosforilam outras proteinas, mas lipideos por exemplo.
Estas proteinas sdo chamadas de cinases lipidicas. Para cada tipo de evento de
fosforilagcao existe uma fosfatase correspondente, que s&o enzimas que vao re-
mover o residuo de fosfato e assim, na maioria das vezes, possuir um efeito

inibitério na via de transducao de sinal.

A fosforilagdo de proteinas ndo é a unica modificagdo pods-translacional
que esta relacionada a transdugio de sinal intracelular. Dentre os outros tipos
de modificagdes podemos incluir a ubiquitinilagdo, a adi¢ao de lipideos e aceti-
lagdes ou metilagdes (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2015). Dentre as varias pro-
teinas que fazem parte das diversas vias de sinalizagao celular, uma cinase em
particular tem ganhado bastante aten¢gdo da comunidade cientifica devido a sua
capacidade de regular diversas fungdes celulares. Esta proteina é a PI3K.

Phosphoinositide 3-kinases, ou PI3Ks, sdo cinases lipidicas intracelulares
cuja funcao é catalisar a fosforilagdo do grupo hidroxila localizado na posi¢ao 3
do anel de inositol presente na molécula lipidica fosfatidilinositol (PI). Trés tipos
diferentes de Pl podem ser obtidos como resultado da fosforilagédo por PI3Ks,
séo eles: PI; Pl-4-fosfato (PI4P) e PI-4,5-bisfosfato (PI(4,5)P2). Ambos, o subs-
trato e o produto desta reagido, sdo moléculas que estdo presentes tanto no fo-
Iheto interno da membrana plasmatica quanto em outras membranas intracelu-
lares e, dessa forma, a agao final da atividade das PI3K é gerar sitios de anco-
ragem para outras proteinas da via de sinalizagao celular permitindo assim que
a célula em questéo possa responder a um determinado estimulo (ROMMEL et
al., 2007).

O estudo das PI3K tem seu inicio na década de 1980. Naquela época
tinha-se bastante interesse em entender a via de sinalizagao celular ativada pela
hidrolise do PI(4,5)P2 em diacilglicerol e insotol-1,4,5-trifosfato pela fosfolipase
C. Relatos de varios cientistas mostravam, a época, que algumas oncoproteinas
virais (ex.: SRC tirosina cinase ou polyoma virus middle T antigen (PMT)) se

associavam a algumas cinases lipidicas que utilizavam Pl como substrato
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(KAPLAN et al., 1986; MACARA; MARINETTI; BALDUZZI, 1984; SUGIMOTO et
al., 1984; WHITMAN et al., 1985). No final da década, o grupo de Cantley junta-
mente com o grupo de Downes finalmente descobrira que a cinase que estava
associada as oncoproteinas eram, de fato, PI3Ks, que fosforilavam o agrupa-
mento 3-OH do anel de fosfatidilinositol gerando assim um lipidio que até entao
era desconhecido: o PI3P (WHITMAN et al., 1988).

Ainda no ano de 1988 ficou demonstrado que a estimulacao de neutrdfilos
com ligantes de receptores acoplados a proteina G eram capazes de induzir a
presenga de um lipidio com caracteristicas cromatograficas semelhantes a um
PIPs e a confirmacgao formal de que este composto existe em células animais
veio em 1989. Ainda, naquela época, os estudos sobre a via de sinalizagcido da
insulina estavam em foco e estes esforgos também demonstraram que apds a
estimulagcdo com este horménio, grandes quantidades de PIP3 era gerada rapi-
damente nas células (RUDERMAN et al.,, 1990; STEPHENS; HAWKINS;
DOWNES, 1989; TRAYNOR-KAPLAN et al.,, 1988; TRAYNOR-KAPLAN;
THOMPSON; HARRIS, 1989). Com estas informacgdes, a ideia de que as células
em condi¢gbes basais continham baixos niveis de PI(3,4)P2 e PI(3,4,5)P3 mas
altos niveis de PI(3)P foi proposta mas que, quando estimuladas por tipos espe-
cificos de receptores tirosina cinase ou GPCRs, havia a rapida formacao de
P1(3,4,5)P3 sem grandes alterag¢des nos niveis de PI(3)P (HAWKINS; JACKSON;
STEPHENS, 1992; STEPHENS; HUGHES; IRVINE, 1991; TRAYNOR-KAPLAN;
THOMPSON; HARRIS, 1989).

Com isto, varios grupos foram em busca da purificagdo da enzima e, dife-
rentes autores encontraram que a atividade catalitica da PI3K esta associada a
fracdo de 110 KDa encontrada na cromatografia de coluna (CARPENTER et al.,
1990; FRY et al., 1992). Em 1992, por meio da técnica de micro sequenciamento
de proteinas facilitou a clonagem do gene para a subunidade catalitica a de PI3K
e assim estabeleceu formalmente que o papel catalitico do heterodimero p85-
p110 esta de fato na ultima subunidade (SKOLNIK et al., 1991). Estudos subse-
guentes revelaram a presenca de outras isoformas de PI3K e, em 1997, a subu-
nidade p110y foi clonada (STEPHENS et al., 1997).

Atualmente, 8 isoformas da enzima sao conhecidas em mamiferos e estas

estao divididas em trés familias diferentes de acordo com sua estrutura: quatro
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isoformas de Classe 1 (PI3Ka, B, v, 0), trés isoformas de Classe 2 (PI3KC2a, j3,

Y) € uma unica isoforma de Classe 3 (Vps34).

As subunidades cataliticas das enzimas PI3K de Classe 1 sdo subdividi-
das em Classe 1A (p110a, B e y) e 1B (p110y) e ambas utilizam PtdIns(4,5)P2
como substrato. A diferenga entre ambos os subgrupos esta na sua estrutura
proteica e, consequentemente, na subunidade regulatéria que ela interage. As
proteinas de classe 1A existem na célula como um complexo heterodimérico
com uma das isoformas da proteina p85; ja a p110y, por ndo conter o dominio
de ligacéo a p85, se complexa ou com a proteina p101 ou com p87. Por sua vez,
Vps34 (unica representante da Classe 3) utiliza Ptdins como substrato e tem
como subunidade regulatoria a proteina Vps15. Por ultimo, temos as PI3K de
Classe 2 que € o grupo menos conhecido. Estas PI3K ndo possuem um dominio
de ligagdo a p85 e também nao possuem nenhuma subunidade regulatoria, en-
tretanto, acredita-se que extensdes amino- e carboxiterminal na subunidade ca-
talitica sdo capazes de regular sua atividade. Estas proteinas sao capazes de
utilizar como substrato moléculas de Ptdins porém, em condi¢des especificas,
estas enzimas também seriam capazes fosforilar Ptdins4P (Tabela 2) (VANHA-
ESEBROECK et al.,, 2010; VANHAESEBROECK; STEPHENS; HAWKINS,
2012).

Unidade Catalitica Unidade Regulatéria
Classe Substrato
Gene Proteina Gene Proteina
PIK3CA PI3Ka PIK3R1 | P89 PSS,
p50a
A1 pikace PI3KB PIK3R2 0858
Classe 1 PIK3CD PI3KS PIK3R3 055y Ptdins(4,5)P2
PIK3R5 p101
1B PIK3CG PI3Ky
PIK3R6 p87
PIK3C2A PI3K-C2a
Ptdins e
Classe 2 PIK3C2B PI3K-C2p3 Ptdins4P
PIK3C2G PI3K-C2y
Classe 3 PIK3C3 Vps34 PIK3R4 Vps15 Ptdins
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Tabela 2: Tabela representando as diferentes isoformas de PI3K assim como seu substrato e subunidades
regulatorias.

PI3K de maneira geral sdo proteinas ubiquas, entretanto, se considerar-
mos cada isotipo individualmente, veremos que cada proteina em particular pos-
sui um padrao especifico de expressao em cada tipo de tecido. Com isso, as 8
isoformas podem ser reclassificadas e, sob esse novo olhar, 3 grupos podem ser
formados: (1) o primeiro grupo tem a caracteristica de ser pouco expresso em
todos os tecidos analisados e € constituido apenas de um integrante, PI3K-C2y;
(2) um segundo grupo, composto por PI3K-C283; PI3KB; PI3K-C2a; Vsp34 e
PI3Ka, cujos componentes sao expressos de maneira homogénea entre os teci-
dos; (3) e um terceiro grupo, composto por PI3Kd e PI3Ky, que € expresso quase
que exclusivamente nos tecidos linfoides (Figura 3) (www.thehumanproteina-
tlas.org) (ROMMEL et al., 2007; VANHAESEBROECK et al., 2010).
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Figura 3: Perfil de expressdo genética das isoformas de PI3K em diferentes tecidos
Valores expressos em log(10*FPKM). Fonte: www.thehumanproteinatlas.org

Embora a estrutura e fungéo basica das PI3K ja serem descritas, as pro-
teinas mais bem estudadas e conhecidas pertencem a Classe 1 e, por isso, 0

estudo das proteinas dessa classe serao o foco deste trabalho.
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Embora pertencam a mesma classe de PI3Ks, as isoformas a, e 0 se
diferem quanto ao seu modo de ativagdo. Enquanto as isoformas a e d séo ati-
vadas via receptores de tirosina cinase (ex.: receptores de citocinas, receptores
para fator de crescimento, hormonios), a isoforma y € ativada via receptores aco-
plados a proteina G (GPCRs) (ex.: receptores de quimiocinas, fMLP, leucotrie-
nos, prostaglandinas). De maneira hibrida, a isoforma 3 € capaz de ser ativada
tanto por receptores tirosina cinases quanto por GPCRs (BACKER et al., 1992;
HAWKINS; STEPHENS, 2015; STEPHENS et al., 1994; VANHAESEBROECK;
STEPHENS; HAWKINS, 2012).

Independentemente do modo de ativacdo, uma vez ativadas todas as
PI3K de Classe 1 atuam de forma semelhante convertendo PI(4,5)P2> em
P1(3,4,5)P3 (ou PIP3). Essa conversao cria um sitio de ancoragem na membrana
plasmatica que recruta para a regido tanto AKT quando PDK1. A aproximagao
das duas enzimas permite que PDK1 fosforile AKT na posigdo T308 iniciando
sua ativagdo. Esta fosforilag&o inicial induz uma mudanga estrutural na AKT que
permite que ela sofra uma segunda fosforilagdo, na posi¢ao S473, mediada pelo
complexo mTORC2 e assim ativando sua atividade enzimatica completa.

Apos ativacdo, AKT interage com diferentes proteinas citoplasmaticas e,
dessa forma, a via de PI3K/AKT é capaz de regular diversas fungdes celulares
como por exemplo: sintese proteica (ex.: mMTORC1), sobrevivéncia (ex.: FoxO1
e Bax), ciclo celular (ex.: p21 e p27), metabolismo (ex.: Glicogénio Sintase) e
migragao celular (HAWKINS; STEPHENS, 2015; JIN et al., 2008; OKKENHAUG,
2013; ROMMEL et al., 2007; WEICHHART; HENGSTSCHLAGER; LINKE,
2015). Por ser uma via complexa e que abrange varias fung¢des celulares, o inicio
da via de sinalizagao é regulado por meio de duas fosfatases: a PTEN e a SHIP.
Tanto PTEN quanto SHIP diminuem a quantidade de PIP3 na membrana e,
dessa forma, diminuem a ativacdo de AKT mediada por PI3K (BIRTOLO et al.,
2016; SASAKI et al., 2000) (Figura 4). Apesar de causarem o mesmo efeito, es-
tas duas fosfatases agem de maneira diferente na célula: PTEN age de maneira
inversa a PI3K, retirando o fosfato na posi¢céo 3 do PIP3 e gerando PI(4,5)P2; por
sua vez, SHIP diminui a ativagcado de AKT através da desfosforilagdo do fosfato
na posigao 5 do PIP3, gerando assim PI(3,4)P-.
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Figura 4:Desenho esquematico demonstrando o complexo sistema de sinalizagéo celular que a PI3K de-
sencadeia. Fonte: www.cellsignal.com

1.3 TLRs, PI3Ks e inflamagao

Como demonstrado até agora, tanto os TLRs quanto as PI3K s&o impor-
tantes para que o hospedeiro consiga localizar e montar uma resposta inflama-
toria eficiente em resposta a um dano tecidual, seja ele causado por um micror-
ganismo ou por uma lesao estéril. Entretanto, a propria resposta imune montada
pelo hospedeiro que outrora se mostrou benéfica, pode se tornar o principal res-
ponsavel pela les&o tecidual observada caso ela seja exacerbada, como no caso
de influenza, dengue e sepse (GARCIA et al., 2010).

Com a descoberta de que TLR4 esta envolvido no reconhecimento de
LPS, surgiu a ideia de que a hiperresponsividade dos TLRs pode também estar
associado a doengas, como por exemplo na sepse. Evidéncias da literatura de-
monstram que a reatividade exacerbada dos TLRs esta associada ndo so6 a
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sepse (ALVES-FILHO; SPILLER; CUNHA, 2010), mas também em outros qua-
dros clinicos como em lesdes hepaticas (MARQUES et al., 2012), psoriase
(RAHMANI; REZAEI, 2016), doengas do trato gastrointestinal (FROSALI et al.,
2015), esclerose multipla (MIRANDA-HERNANDEZ et al., 2011) e outras doen-
¢as como lupus, artrite reumatoide, Alzheimer e asma (ACHEK; YESUDHAS,;
CHOI, 20186).

Além dos TLRs, muitos outros receptores relacionados ao sistema imune
se enquadram ou como tirosinas cinases ou como GPCRs, dessa forma, eles
possuem potencial para também ativarem as PI3Ks. De fato, o numero de publi-
cacoes relacionando as diferentes isoformas de PI3K ao funcionamento do sis-
tema imune vem crescendo e, dentre estas atribuicdes podemos listar: recruta-
mento celular (JONES et al., 2003; SMITH et al., 2006), ativagcao das células,
diferenciacao e fungao dos leucocitos (GRACIAS et al., 2016; HAWKINS; STE-
PHENS, 2015; KULKARNI et al., 2011; OKKENHAUG, 2013; SASAKI et al.,
2000).

Uma vez que PI3Ks possuem a capacidade de regular respostas imunes,
os leucdcitos expressam estas proteinas e a sinalizacdo dos TLRs € dependente
de tirosinas cinases, grande importancia tem sido dada ao estudo das interagdes
TLR:PI3K e suas consequéncias.

Dados da literatura demonstram que PI3K é capaz de regular a resposta
imune induzida por ligantes de TLR como: CpG, LPS, flagelina e subprodutos de
infecgOes virais (ISHII et al., 2002; OJANIEMI et al., 2003; SARKAR et al., 2004;
YU et al., 2006), entretanto, seu papel nessa modulagao parece ter efeitos con-
trarios em situagdes diversas (FUKAO; KOYASU, 2003; RUSE et al., 2006). Al-
guns autores demonstram que a PI3K tem um papel pré-inflamatério ou seja,
que sua atividade & importante para que a estimulagdo de TLR seja efetiva e
assim induzir resposta celular (ARBIBE et al., 2000; GUIDUCCI et al., 2008; LEE
et al., 2010; OJANIEMI et al., 2003; RHEE et al., 2006). De maneira contraria,
outros estudos demonstram que PI3K age de maneira anti-inflamatoria, ou seja,
controlando a ativacdo de TLR e que, uma vez inibida, resulta em uma resposta
TLR dependente exacerbada (AKSOQOY et al., 2012; FUKAO et al., 2002; LIEW et
al., 2005; MEDINA; MORRIS; BERTON, 2010; OJANIEMI et al., 2003).
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2 Justificativa

Como exposto anteriormente, tanto a estrutura quanto a funcao basica
das PI3K sdo bastante conhecidas. No entanto, como estas proteinas se aco-
plam com outras moléculas acima delas na via de sinalizagdo bem como seu
papel funcional relativo ainda precisam ser melhores descritos (VANHAESE-
BROECK et al., 2010).

Como revisado por Ruse em 2006 (RUSE et al., 2006), muito dos traba-
Ihos que envolveram o estudo entre PI3K e TLR utilizaram farmacos nao seleti-
vos para as isoformas de PI3K, mais especificamente wortmanina ou LY294002
o que torna dificil a distingdo do papel individual de cada isoforma nas respostas
inflamatadrias. Tal diferenciagao soé foi possivel a partir do fim da década de 1990
guando os primeiros animais deficientes para as isoformas y ou & foram desen-
volvidos e posteriormente, a partir de 2003, quando os primeiros farmacos com
inibicdo especifica comegaram a ser desenvolvidos (VANHAESEBROECK;
STEPHENS; HAWKINS, 2012).

Além do mais, como revisado por Fukao em 2003 (FUKAO; KOYASU,
2003), grande parte dos estudos que demonstram o papel contraditério da PI3K
na sinalizagao de TLRs foram feitos em linhagens celulares ou células primarias
especificas isoladas, o que demonstra que, na verdade, PI3K poderia ter efeitos
diferentes sobre a sinalizagao celular de TLR dependendo do tipo de célula ana-

lisado e das condi¢cdes experimentais.

Apesar de parecerem controversos, os estudos envolvendo PI3K e infla-
macao levaram ao desenvolvimento de compostos com potencial de serem
usado na clinica para tratamento de doencgas. Dessa forma, experimentos que
se assemelham mais ao que € observado na clinica como o estudo de modelos
in vitro mais complexos (ex.: cultura celular mista) e modelos in vivo que utilizem
de inibidores especificos para PI3K s&o necessarios para que se elucide melhor

o papel destas enzimas e dé embasamento ao seu uso em humanos.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Estudar a o papel da enzima PI3Ky no contexto da resposta imune medi-

ada pela ativacao de TLR9
3.2 Objetivos especificos

e Estudar o efeito da inibicdo de PI3K na producdo de citocinas em res-
posta a agonistas de TLR in vitro

o Estudar os efeitos da inibicdo de PI3Kd em PBMCs quando
estimulados com diferentes tipos de agonistas de TLR;

o Avaliar o efeito da inibicao especifica das diferentes isofor-
mas de PI3K em PBMCs quando estimulados com agonista
especifico de TLR9;

o Avaliar a ativagao de PI3K quando as células s&o estimula-
das com um ligante especifico de TLR9;

e Padronizar um modelo de pleurisia induzida por CpG

o Determinar a melhor dose de CpG para indugéo da pleurisia;

o Determinar o melhor tempo para a avaliagéo da inflamacgéao;

o Avaliar o efeito da inibicdo de PI3Ky no modelo de pleurisia;

e Estudar os efeitos da inibicdo de PI3Ky em 2 diferentes modelos murinos
de inflamacgao:

o Silicose

= Avaliar os parametros da inflamacéo pulmonar
= Avaliar os parametros da mecanica pulmonar

o Leséao hepatica induzida por paracetamol

= Avaliar os parametros inflamatérios da doenga
= Avaliar o dano remoto causado pela doenca
= Avaliar um possivel tratamento para a doencga
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4 Metodologia
4.1 Estudos in vitro
4.1.1 Isolamento de PBMCs

PBMCs foram isolados a partir de doadores saudaveis. Para isso, 25 mL
de sangue foi aplicado sobre 15 mL de histopaque 1077 (Sigma) e o gradiente
centrifugado a 25°C, a 400 g por 35 minutos, sem aceleragao e sem freio. Apos
a centrifugacéo, a interface histopaque/plasma foi transferida para um novo tubo
de 50 mL e o volume completado para 50 mL. As células foram centrifugadas a
25°C, a 600 g por 10 min, o sobrenadante descartado e depois ressuspendidas
com 10 mL de meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 10% SFB (Cultilab).
As células viaveis foram contadas usando o azul de tripan (Dinamica) (proporgao
1:10) e a concentragéo de células corrigida para 2x107 cel/mL. Todos os proce-
dimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo NRES Committee
East of England — Cambs & Herts Reserach Ethics Committee, n°07/H0311/103,
e também pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, n°® CAAE —
00907612.0.0000.5149.

4.1.2 Estimulacao e tratamento de PBMCs com agonistas especificos para
TLR e inibigao de PI3K, proteina G e AKT

Para os ensaios in vitro, 50 UL da suspenséo de células (1x10° cel/pogo)
foram plaqueados em placas de cultivo celular de 96 pogos e fundo em U (Nunc).
Apo6s o plaqueamento, as células receberam 25 yL de DMSO, dos inibidores
(GSK'045 (anti P136) 200 nM; GSK'723 (anti PI3Ky) 12 uM ou GSK'740 (anti
PI13Kpan) 4uM), de toxina pertussis 300 ng/mL (Sigma); ou de Inibidor X de AKT
60 uM (Calbiochem) e foram incubadas por 1 hora. Depois desse periodo, mais
25 pL de meio contendo os agonistas especificos para TLR (Invivogen/Mil-
tenyi/IDT) foram adicionados a cada pogo e as células incubadas. A drogas ini-
bidoras da enzima PI3K foram doadas pela empresa GlaxoSmithKline. A tabela
com os valores de —loglCso estédo no material suplementar (Tabela 3).

4.1.3 Quantificagao de citocinas

Os niveis das citocinas IFN-y; IL-10; IL-12p70; IL-13; IL-1B; IL-4; IL-6; IL-

8; IL2; TNF-a foram mensurados utilizando o sistema MSD (Mesoscale Disco-
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very) com o kit V-Plex. Este método € baseado na metodologia do ELISA san-
duiche convencional, entretanto, dependendo do kit, ele te permite dosar entre
1 a 10 citocinas simultaneamente no mesmo pogo. As citocinas IFN-a2a, IFN-3
e IP-10 foram dosadas independentemente. Interferon-a2a e IFN-3, foram dosa-
dos utilizando a tecnologia MSD com os kits Human IFN-a2a Tissue Culture Kit
e Human IFN-B Tissue Culture Kit, respectivamente. A dosagem de IP-10 foi feita
através da metodologia convencional do ELISA sanduiche (R&D Systems). Para
ambas as metodologias, 50 pL do sobrenadante dos PBMCs foram utilizados
para as dosagens e o protocolo seguido foi o sugerido pelo fabricante seguindo

as instrugdes especificas para cada kit.
4.1.4 Quantificacao de proteinas intracelulares

Os niveis das proteinas AKT total e p-AKT foram dosados pelo método do
MSD. Para isso, nos timepoints especificos, a estimulagdo dos PBMCs foi pa-
rada adicionando-se PBS gelado e colocando as células a 4°C. As células foram
entdo centrifugadas a 600 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante retirado.

A relagédo p-AKT/AKT Total foi medida pelo método do MSD e, para isso,
as células foram tratadas conforme o protocolo do kit. Brevemente, as células
foram lisadas com uma solugéo ja fornecida pelo fabricante contendo detergen-
tes, anti-proteases e anti-fosfatases. A lise foi realizada no gelo e, para a detec-
céo das proteinas, foi realizado um ensaio utilizando o kit Phospho(Ser473)/Total
Akt Whole Cell Lysate Kit.

4.1.5 Teste de viabilidade celular — Live/Dead

Para analisar a viabilidade dos PBMCs apés o bloqueio de PI3K e estimu-
lagdo com CpG, 1x10° PBMCs foram plaqueados em placas de cultura celular
de 96 pogos (Nunc). O protocolo experimental utilizado foi 0 mesmo ja descrito
anteriormente (item 4.1.2). Apds as 24 horas de incubacgédo, as células foram
marcadas com anti-Anexina V e com lodeto de Propideo como descrito no pro-
tocolo fornecido pelo fabricante, BD Pharmigen™ FITC Annexin V Apoptosis De-
tection Kit | (BD), e lidas no citbmetro de fluxo BD Accuri 6 (Becton Dickinson).
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4.2 Estudos in vivo
4.2.1 Animais

Camundongos do tipo “selvagem” (WT) da linhagem C57BL/6 foram ad-
quiridos do Biotério Central da UFMG (Belo Horizonte, Minas Gerais). Camun-
dongos da linhagem C57BL/6 deficientes para a enzima PI3Ky (PI3Ky”’") foram
criados no biotério do laboratério de Imunofarmacologia localizado no ICB,
UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do laboratorio até que atingissem
a idade ideal para experimentacéo (8 a 12 semanas de idade) em condig&o spe-
cific pathogen-free (SPF). Todos os animais foram tratados com ivermectina 1%
por pelo menos quatro semanas antes de sua utilizacdo e mantidos sob tempe-
ratura controlada (25°C), ciclos de iluminag&o de 12 horas e ragao e agua dispo-
nivel ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram analisados e apro-
vados pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal (CEUA) da UFMG, n° 51/2011.

4.2.2 Modelo de Pleurisia induzida por CpG e lavado pleural

Camundongos WT ou PI3Ky” foram injetados com quantidades variadas
de CpG (IDT) ou, como controle, com salina 0,9% pela via intrapleural. A injec&o
do CpG foi realizada com uma seringa de insulina 30U (BD), na lateral ventral
direita do animal e entre a ultima e a penultima costela do animal com um volume
de 100 yL. Em casos especificos, animais WT foram tratados com um inibidor
de PI3Ky, o AS605240 (Echelon Biosciences, Inc.), na dose de 20 mg/Kg diluido
em salina 0,9% com 0,5% CMC e 0,1% Tween20. O tratamento consistiu de
duas administragdes: 1 hora antes da injecao de CpG e 6 horas depois da inje-
cao de CpG.

Neste modelo, apenas o lavado pleural foi coletado apds 6; 12; 24 e 48
horas apds a indugao da pleurisia. Para a coleta do lavado, os animais foram
anestesiados com cadmara de CO2. Apds a morte dos animais, a cavidade abdo-
minal foi aberta e o diafragma, sem lesdes, exposto. Com o auxilio de uma pipeta
pasteur descartavel (Falcon), a cavidade interna do torax foi lavada 3 vezes com
1 mL de PBS EDTA 10 mM, duas vezes, tentando recuperar o maior volume
possivel (total de aproximadamente 2 mL) sem danificar a estrutura interna. Com
este material foi analisado a contagem total de células assim como a contagem

diferencial, como descrito no item 4.2.9.
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4.2.3 Modelo de Silicose

A silica utilizada neste trabalho foi doada pela professora Patricia Martins
Silva, da FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Neste modelo, camundongos WT ou PI3Ky”- foram anestesiados com ce-
tamina 80 mg/Kg e xilasina 15 mg/Kg para a instilagao intranasal da silica. A
suspensao de silica foi preparada com solugao salina 0,9% numa concentracao
de 250 mg/mL e sempre vortexada imediatamente antes de qualquer uso.

Uma vez que os camundongos estavam anestesiados, eles foram coloca-
dos em posigao anatémica e 40 yL da suspenséo de silica (250 mg/mL) previa-
mente homogeneizada foi pipetada na narina do animal. Logo apds o termino da
instilagdo os animais foram colocados na posi¢ao vertical e observados até que
a respiracao deles se estabilizasse no padrao normal. Os animais foram entao
observados por 28 dias e, ao final desse periodo, a espirometria foi realizada e

o BAL e os pulmdes foram coletados como descritos nos itens 4.2.7 e 4.2.8.
4.2.4 Modelo de lesao hepatica induzida por drogas — DILI

Camundongos WT ou PI3Ky”- foram deixados em jejum por 15 horas e,
apos esse periodo, receberam paracetamol — APAP (Sigma) 600 mg/Kg por ga-
vagem. Os animais foram observados por 24 horas e apods este periodo espiro-
metria foi realizada e o soro, figado, BAL e pulmdes foram coletados como des-
crito nos itens 4.2.7; 4.2.6 € 4.2.8.

Neste modelo, os animais WT também foram tratados com o inibidor de
PI3Ky, AS605240 (Echelon Biosciences, Inc.) ou com n-Acetilcisteina (NAC)
(Fluka), um antioxidante. O tratamento dos animais consistiu na administracéo,
por gavagem, de: (1) AS605240 6 e 12 horas apos a administracdo do APAP;
(2) NAC 6 e 12 horas apos a administracdo do APAP; ou NAC 1 hora antes da
administragdo do APAP. O AS605240 foi diluido em salina 0,9% com 0,5% CMC
e 0,1% Tween20 e administrado na dose de 20 mg/Kg e o NAC foi diluido em

salina 0,9% e administrado na dose de 600 mg/Kg, ambos pela via oral.
4.2.5 Quimeras

Para a realizagdo das quimeras, animais WT e PI3Ky”’ sofreram duas
sessdes de irradiagdo gama (Fonte de Cobalto 60, CDTN-UFMG). Na primeira
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sessdo, os animais foram submetidos a 4 Gy de irradiag&o absorvida. Trés horas
apos a primeira dose, os animais foram submetidos a uma segunda sesséo que,
dessa vez foi de 5 Gy. Imediatamente apds a segunda dose, os animais recebe-
ram 1x107 células derivadas da medula (sem hemacias) através do plexo orbital.

As quimeras geradas foram:
WT > WT;
WT = PI3Ky”;
PI3Ky” > WT;
PI3Ky’ = PI3Ky™"

Os animais que foram submetidos a “quimerizacao” sofreram também um
tratamento intensivo com antibioticos. Este tratamento comegou um dia antes
das sessoes de irradiacédo e foi suspenso 10 dias depois do procedimento de
transplante (MCDONALD et al., 2010). Na sexta semana apos o transplante, as
células circulantes totais foram contadas para garantir que o processo foi bem-

sucedido e s6 entdo os animais foram liberados para experimentagéao.
4.2.6 Coleta do soro e figado

Para a coleta do soro, os animais foram anestesiados com cetamina 80
mg/Kg e xilasina 15 mg/Kg. Apds a anestesia dos animais, a cavidade abdominal
foi aberta, os 6rgaos rebatidos até que se tivesse acesso a bifurcagdo da veia
cava com a veia renal. Nesse ponto foi feito um corte e o sangue que extravasou
foi coletado com uma pipeta pasteur descartavel e colocado num tubo de micro-
centrifuga. O sangue foi entdo incubado por 10 minutos a temperatura ambiente
e depois por mais 10 minutos a 4°C. Apds a incubagao, a sangue foi centrifugado
a 847 g por 10 minutos a 4°C e, uma vez centrifugado, o sobrenadante (soro) foi

coletado com o minimo de hemacias possivel.

Apos a coleta do sangue, o figado foi coletado. Manuseando o 6rgéo atra-
vés da vesicula biliar, separou-se o figado do diafragma cortando-se os ligamen-
tos e depois cortou-se os ligamentos que uniam o 6rgao ao jejuno-ileo. Uma vez
com o orgéo extraido, ele foi lavado com PBS e retirou-se uma parte da porgéo
medial do maior lobo para a histologia. O resto do érgéo foi guardado para ana-

lise de MPO, glutationa, citocinas e expressao génica.
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4.2.7 Espirometria

Para os testes de espirometria cada animal foi pesado previamente a
anestesia e recebeu uma dose de anestésico pela via subcutdanea com cetamina
200 mg/Kg e xilasina 15 mg/Kg, protocolo sugerido pelo fabricante do espirdme-
tro Buxco Max Il. Uma vez anestesiados, a traqueia dos animais foi exposta e
canulada com a canula de calibre médio que vem com o préprio equipamento.
ApoOs este procedimento, os animais foram colocados ligados ao espirbmetro
através da canula e o protocolo de medic¢des foi iniciado com o respirador auto-
matico ligado, frequéncia respiratéria de 160.

4.2.8 Lavado Bronco-alveolar (BAL) e coleta dos pulmoes

Ap0s a eutanasia do animal, com sobredose de anestésico (dose 5x maior
que a necessaria para induzir anestesia para a instilagdo), o primeiro procedi-

mento realizado foi a coleta do BAL.

O BAL foi feito através da exposicao da traqueia do animal e com posterior
canulacdo da mesma com um cateter intravenoso calibre 18G (Medcateter).
Ap0s a canulagdo, com uma seringa de 1 mL, fez-se o lavado das vias aéreas 1
vez com cada 1 mL de PBS EDTA 10mM, duas vezes, tentando recuperar o
maior volume possivel (total de aproximadamente 2 mL) sem danificar a estru-

tura interna.

Apos a coleta do BAL, o pulmao esquerdo (lobo unico) foi coletado para a
histologia e o pulmao direito (4 lobos) para posterior processamento e analise
de: (1) deposigao de colageno, (2) citocinas/quimiocinas, (3) atividade de N-ace-
til-glicosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO).

4.2.9 Contagem total e diferencial de células

Logo apds coleta, as células (BAL ou lavado pleural) foram centrifugadas
a 600 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para dosagem de
citocinas e o pellet foi ressuspendido com 100 uL de tampao PBS 1x contendo
BSA 1%.

Para a contagem total, as células foram coradas com solucdo de Turk e

contadas com uma Camara de Neubauer em uma diluigdo 1:10 utilizando um
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microscoépio Optico com uma objetiva de 40x. No momento da diluigdo o volume

de cada amostra foi computado para posterior correcao.

Para a contagem diferencial, 5x10* células foram diluidas em 100 uL de
PBS 1x contendo BSA 3% e preparadas por cytospin (Cytospin Ill, Shandon) —
centrifugagéo por 5 minutos a 450 rpm em temperatura ambiente. As laminas
foram coradas com panotico e a contagem foi feita em microscépio éptico com
uma objetiva de 100x utilizando-se 6leo de imersado. Os caracteres de diferenci-
acao das células foram: morfologia nuclear, coloragédo nuclear e coloragéo cito-
plasmatica, permitindo a diferenciacdo das células em: eosindfilos, neutrofilos e

células mononucleares.

4.2.10 Processamento tecidual para dosagem de citocinas/quimiocinas,
NAG e MPO

Apos a coleta dos 6rgaos, 50 mg de tecido direito foi pesado para o pro-

cessamento para analise de citocinas, NAG e MPO.

A amostra foi homogeneizada em 1 mL de uma de uma solug&o para ex-
tracédo de citocinas (NaCl 0,4 M, Na.PO410 mM, PMSF 0,1 mM, cloreto de ben-
zeténio 0,1 mM, EDTA 10 mM, tween 20 0,05%, 0,5% de BSA, 20 Kl aprotinina)
e entdo centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cole-

tado em um novo microtubo e congelado para analises posteriores.

O precipitado foi homogeneizado novamente, porém em 1,9 mL de solu-
¢ao tampao 1 (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPQgs, 0,015 M NaEDTA; pH 4,7) e nova-
mente centrifugado a 10000 g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi submetido
a uma lise hipotonica (1,5 mL de NaCl 0,2% seguido de adig&o de igual volume
de NaCl 1,6% + Glicose 5%, apos 30 segundos) e uma nova homogeneizagao.

Neste ponto o processamento das amostras para NAG e MPO se diferen-
ciam, por isto, as amostras foram divididas em 2 tubos diferentes. Apos a diviséo,
todos os tubos foram novamente centrifugados a 10000 g por 10 minutos a 4°C
e o0 sobrenadante desprezado.

Nos tubos para NAG, foi adicionado 0,8 mL de uma solugdo Salina
0,9%/Triton X-100 0,1%, as amostras foram homogeneizadas e congeladas. Nos
tubos para MPO, foi adicionado 0,8 mL de tampéo 2, (0,05 M NaxPOs4, 0,5%
HTAB; pH 5,4). As amostras foram homogeneizadas e congeladas.
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4.2.11 Dosagem da atividade de NAG tecidual

A reacgao se inicia com a adigao de 100 pL do reagente p-nitrofenil-N-ace-
til-B-D-glicosaminida (Sigma), diluido em tampé&o citrato/fosfato (acido citrico 0,1
M, Na:HPO4 0,1 M; pH 4,5) na concentragéo final de 2,24 mM a 100 pL das
amostras previamente processadas, diluidas em tampao citrato/fosfato e plaque-
adas em placa de micro ensaio com 96 poc¢os. Incuba-se a reagao por 10 minutos
a 37°C e, ao final desse tempo, foi adicionado as amostras 100 yL do tampao
glicina 0,2 M (Glicina 0,26 M, NaCl 0,26 M, NaOH 0,26 M; pH 10,6). As leituras
das placas foram feitas no leitor de ELISA (SpectraMax 190, Molecular Devices)

com um filtro para o comprimento de onda de 405 nm.

O conteudo de macrdéfagos foi calculado com base na curva-padrao de
NAG, feita pela coleta de macrofagos peritoneais recolhidos de animais estimu-
lados com 3 mL de tioglicolato 3% (dados ndo mostrados).

4.2.12 Dosagem da atividade de MPO tecidual

O ensaio comega com uma lise térmica (criofratura). Para isso, as amos-
tras ja processadas foram congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas 3
vezes consecutivas. Apos a lise, 25 uL das amostras diluidas em tampao 2 séo
plaqueadas em uma placa de 96 pocos. Foi adicionado entdo 25 yL do reagente
3,3’-5,5'-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO, Merck) a concentragéo final de 1,6 mM e incubou-se a placa a 37°C por

5 minutos,

Ao final deste periodo, foi adicionado as amostras 100 pL de H2O- diluida
em tamp&o 2 a uma concentragao fina de 0,002% e incubou-se a placa nova-
mente por 5 minutos a 37°C. Apds a incubacao, adicionou-se 100 pL de H2SO4
as amostras para parar a reagao e a placa foi lida no leitor de ELISA (SpectraMax
190, Molecular Devices) com um filtro para o comprimento de onda de 450 nm.

O conteudo de neutréfilos foi calculado com base em curva padrao de
MPO, feita pela coleta de neutrdfilos peritoneais recolhidos de animais estimula-
dos com 3 mL de caseina 5% (dados n&o mostrados).
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4.2.13 Quantificagao de Hidroxiprolina (OH-prolina) tecidual

O ensaio de OH-prolina visa estimar a quantidade de colageno depositada
em determinado tecido, desta forma, podemos identificar e quantificar se um 6r-
gao sofreu um processo de fibrose apés um processo inflamatério o ensaio foi

feito seguindo um protocolo modificado (REDDY et al., 1996).

Para o ensaio, 50 mg de tecido pulmonar foi pesado, homogeneizado com
um homogeneizador de tecidos (Power Gen 1000, Fisher Scientific) em solugao
salina 0,2% e liofilizado. Apés liofilizac&o, o tecido foi novamente pesado e pas-
sou por uma hidrolise alcalina (NaOH 2M) a 120°C por 30 minutos em autoclave.

Feita a hidrélise, as amostras foram mantidas a 65°C para se manterem
liquidas e 50 yL das amostras, padrdes e branco (agua destilada) foram transfe-
ridos para um microtubo de 2 mL. Apds, o reagente oxidante Cloramina T (0,056
M) foi adicionado ao tubo e este foi incubado em temperatura ambiente por 25
minutos. A reacao é detectada com a adi¢do do Reagente de Erlich (1M), que &
o cromoéforo, e incubagdo a 65°C por mais 25 minutos. Parou-se a reagao colo-

cando as amostras no freezer por 10 minutos.

Duzentos microlitros amostras e padrdes foram entdo transferidos para
uma placa de 96 pogos e a leitura foi feita no leitor de ELISA (SpectraMax 190,
Molecular Devices) com um filtro para o comprimento de onda de 550 nm.

4.2.14 Quantificagao dos niveis de ALT plasmatico

A quantificagdo dos niveis de ALT plasmatico foi feita através do uso do
kit Transaminase ALT (TGP) Cinética, da Bioclin. Nesse procedimento, 20 uL de
soro foi misturado com 200 pL do reagente de trabalho e 4 leituras de absorban-
cia em intervalos regulares de tempo foram realizadas com o comprimento de
onda de 340 nm. Apds o procedimento, calculou-se a variacdo meédia da absor-
bancia entre cada leitura e, com este valor, através de uma formula fornecida

pelo fabricante, foi possivel calcular a quantidade de ALT presente no meio.

Todo o procedimento foi feito com a temperatura controlada em 37°C.
ApOs o ensaio, uma analise critica dos resultados foi feita com o objetivo de de-
tectar dados falso negativos. Caso alguma amostra falsa negativa fosse detec-

tada, ela foi diluida com salina 0,9% (10; 20 ou 30 vezes) e o ensaio repetido.
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4.2.15 Quantificagao dos niveis de glutationa hepatica

O ensaio de glutationa hepatica visa quantificar os niveis de glutationa
total no figado e assim avaliar os niveis metabolicos dos hepatdcitos. O ensaio
baseia-as na reacdo da GSH com o DNTB (também conhecido como reagente
de Ellman) que produz um cromdforo, o TNB, que absorve luz no comprimento
de 412 nm. Este ensaio foi baseado no artigo de Rahman e colaboradores (RAH-
MAN; KODE; BISWAS, 2006).

Para o ensaio, 150 mg de tecido hepatico foi pesado e homogeneizado
com 150 pL de PBS. Apds a homogeneizagéo, 300 pL de acido tricloroacético
(TCA) foi adicionado e o tecido homogeneizado novamente. Depois dessa etapa,
as amostras foram centrifugadas a 847 g e 4°C por 15 minutos. O sobrenadante
foi coletado para o ensaio bioquimico e o pellet descartado.

Para o ensaio, uma curva padrao de razao 2 e com 7 pontos foi construida
com o ponto mais alto em 500 uyg/mL de GSH. Em uma placa de 96 pocos, 40
ML de branco, padrées e amostras foi pipetado em duplicata. Apos, 240 uL de
Tris-HCI 0,4 M e 10% TCA foi adicionado as amostras. Por ultimo, 20 uL de
DNTB (3,69 mg/mL em metanol) foi adicionado aos pogos. As amostras foram

lidas a 415 nm 30 segundos ap0s a aplicagédo do DNTB.
4.2.16 Analise histolégica

No modelo de silicose foi coletado o lobo esquerdo do pulmao dos camun-
dongos e, no modelo de faléncia hepatica, foram coletados o maior lobo do fi-
gado e o lobo esquerdo do pulm&o. Apos coletados, os érgéos foram lavados
com PBS 1x e depois ficados em formol 4% tamponado com PBS para posterior
inclusdo em parafina. Laminas histologicas foram montadas contendo trés cortes
histolégicos de 4 um de espessura em intervalos de 70 um para cada animal. As
l&minas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e, no caso do modelo de sili-

cose, a coloracao de Gomori também foi utilizada além da H&E.

4.2.16.1 Modelo de Silicose

Para o modelo de silicose, foi realizado escore histopatologico seguindo
o protocolo de Hubbs (HUBBS et al., 1997; 2002). Este caracteriza o tipo de
inflamacgéo (neutrofilica, granulomatosa, necrética) e, para o valor final, leva em

consideracao dois aspectos: (1) a intensidade da inflamacg&o (nenhuma, minima,
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leve, moderada, acentuada e grave) e (2) a extensao da inflamag&o (nenhuma,
focal, localmente extensa, multifocal, multifocal a coalescente e difusa). Cada
avaliagdo pode variar de 0 a 5 e o escore final é o resultado da soma destes dois

aspectos.

4.2.16.2 Modelo de faléncia hepatica
Para o modelo de faléncia hepatica tanto o figado quanto o pulméao foram
avaliados.

O escore de lesao no figado foi feito através do calculo médio da razéo
entre area de necrose hepatica e area total de tecido. Os cortes histologicos
foram analisados em 8x e tanto a area de necrose quanto a area total de tecido
presentes na fotomicrografia foram medidas para cada uma das trés segbes O
valor de cada animal foi obtido através da média de todas as suas medicdes e
esse valor foi computado para calcular a area de necrose do grupo.

Para o pulméo, foi realizado um escore histologico seguindo o protocolo
de Su. Nele o grau de lesdo pulmonar é realizado avaliando-se o edema alveolar
e intersticial, infiltracdo de leucocitos e hemorragia. Cada escore varia de 0 a 4
pontos e a gravidade da lesdo € pontuada seguindo as caracteristicas: sem le-
séo; 0-25% do campo; 26-50%; 51-75% e difusa (76-100%). O escore de les&o
total € obtido através da soma de cada um dos escores individuais.

4.2.17 Analise dos resultados

Os Heatmaps foram gerados com o programa Multiexperiment Viewer
v4.8.1, que esta disponivel livremente na pagina http://www.tm4.org/mev.html.
Para a geracédo das imagens, os valores absolutos das dosagens de proteina
foram transformados em log1o e entdo plotadas em uma matriz com as citocinas
na vertical e tratamento, doses do agonista e doadores na horizontal. Como é
impossivel calcular o logaritmo de “0”, quando este valor bruto apareceu, ele foi
substituido por um valor 10 vezes menor que o menor valor daquele grupo. Os
valores de saturagdo minimo, mediano e maximo da escala foram definidos
como -4:0:4 e o agrupamento hierarquico foi realizado utilizando a correlagéo de

Pearson.
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A analise estatistica dos dados e a elaboracdo dos graficos foram feitas
com o uso do programa GraphPad Prism 6 da empresa GraphPad Software, Inc
(www.graphpad.com).

Antes de qualquer analise estatistica, os conjuntos de dados foram anali-
sados quanto a sua distribuicdo (D’Agostino-Pearson omnibus normality test ou
Kolmogorov-Smirnov test, dependendo do n disponivel): se eles respeitavam
uma distribuicdo normal, utilizou-se os testes paramétricos, se ndo, empregou-

se testes ndo paramétricos.

Os testes estatisticos utilizados neste estudo foram: analise de variancia
(One-way ANOVA) com o pos-teste de Tukey (quando cada grupo foi analisado
contra todos os grupos) ou Dunnett (quando cada grupo foi analisado contra o
grupo controle) (dados paramétricos), analise de variancia (teste de Kruskal-Wal-
lis) com o pos teste de Dunn (dados ndo paramétricos) ou a analise de variancia
(Two-way ANOVA) com pos teste de Tukey (quando os elementos analisados
pertenciam a grupos diferentes) ou Sidak (quando os elementos analisados per-

tenciam ao mesmo grupo).

A diferenga entre os grupos foi considerada estatisticamente significativa

quando o p valor foi menor que 0,05.
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5 Resultados

5.1 Ligantes de TLR sao capazes de estimular PBMCs, porém somente a
atividade de TLR9 é inibida com o bloqueio de PI3Kd

O experimento inicial, realizado nos laboratérios da GSK, Inglaterra, cons-
tituiu na estimulagdo de PBMCs provenientes de 6 doadores saudaveis com um
painel de agonistas de TLR (1-9) (Invivogen), em diferentes concentra¢des (con-
centragao-resposta), e na presenga ou auséncia do inibidor de GSK’'045 (anti-
PI3Kd). Como método de avaliagdo, nés medimos a produgdo de um painel de
citocinas que incluiu: CXCL10, IFN-qa; IFNy, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e
TNF-a. Os valores das concentragdes dos diferentes agonistas de TLR estédo
representados na Tabela 4.

Nossos resultados mostraram que todos os diferentes agonistas de TLR
foram capazes de estimular as células (Figura 5) por meio da produgéo de cito-
cinas, entretanto, apds a inibicdo de PI3Kd, somente o TLR9 (estimulado por
CpG) teve sua atividade reduzida (Figura 5 painel inferior direito). A Figura 5 é
um conjunto de mapas de calor. Nele, esta representado o valor logaritmico da
producédo de citocina para cada doador nas diferentes concentra¢gdes de agonis-
tas. Nesta representagéo grafica, os valores s&do representados através de um
dégradeé de cores no qual quanto mais azul, menor foi a produgdo de determi-
nada citocina, quanto mais vermelho, maior e a cor branca representa os valores

intermediarios.

Mais especificamente, no caso do TLR9 podemos observar que a estimu-
lacdo dos PBMCs com CpG foi capaz de induzir a produg¢ao de todas as citoci-
nas, com excecgao de IFN-a. Ja o tratamento com GSK’'045 foi capaz de inibir a
producao de todas as citocinas com excec¢ao da CXCL10. Esta interacdo obser-
vada apenas entre TLR9 e PI3Kd nos levou a focar, a partir deste momento,

unicamente no TLR9.
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Figura 5: A produgéo de citocinas de PBMCs estimulados com CpG é prejudicada apoés a inibigdo de PI3KOd.
PBMCs de 6 doadores saudaveis foram estimulados por 24 horas com diferentes estimulos especificos

para cada TLR em diferentes concentragées e na presenga ou auséncia do inibidor GSK’045. Os niveis de
citocinas no sobrenadante das células foi analisado por MSD.
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5.2 A inibigao de diferentes isoformas da PI3K também inibe a atividade
de TLR9

Este experimento também foi realizado na GSK e constituiu na estimula-
¢ao de PBMCs de 3 doadores diferentes com uma dose-resposta do agonista
CpG (Miltenyi) na presenga ou auséncia dos inibidores GSK’045 ou GSK’723. O
objetivo foi avaliar se a propriedade inibitéria que observamos ao inibir PI3Kd é
exclusiva desta isoforma ou se outras isoformas da enzima, como por exemplo

PI3Ky, também possuem esta caracteristica.

Nossos resultados indicaram que ao inibir a isoforma gama da PI3K tam-
bém obtivemos uma redug¢do na produgao de citocinas apds a estimulagdo com
CpG, entretanto, esta reducao foi ainda maior que aquela observada pela PI3Kd
(Figura 6). Os gréficos individuais para cada citocinas estao representados na
Figura Suplementar 1.
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Figura 6: PI3Ky esta mais envolvida na produgéo de citocinas perante estimulagcéo de TLR9 do que PI3K3,
no entanto, as duas isoformas agem de forma sinérgica para a fungdo completa do receptor.

PBMCs de 3 doadores saudaveis apos 24 horas de estimulagdo com CpG em diferentes concentragbes e

na presenga ou auséncia do inibidor de GSK’045, GSK’723 ou GSK’740. Os niveis de citocinas no sobre-
nadante das células foi analisado por MSD.

De maneira interessante, pudemos notar que a mudanca para o CpG tipo

C nao causou alteragbes nos resultados obtidos com as citocinas 1ue sofrem
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influéncia da regulacao por NFkB, entretanto, IFN-a e IFN-3 passaram a ser for-
temente estimulados. Neste ponto, observamos uma diferenca entre PI3Kd e
PI3Ky: as duas parecem agir de forma semelhante na produg¢do das citocinas
moduladas por NFkB, porém, quando analisamos os IFNs, vemos que, ao con-
trario de PI3Ky, PI3Kd tem nenhuma ou muito pouca influéncia na sua sintese e

liberacgao.

Apesar de terem um papel importante para a funcdo de TLR9, a inibigado
individual de qualquer das duas isoformas de PI3K n&o foi capaz de abolir com-
pletamente a fungdo de TLR9 em induzir a produgéo de citocinas. Desta forma,
outra pergunta que nos fizemos foi se as diferentes formas da enzima poderiam
ter um efeito complementar/sinérgico na produgédo de citocinas pelas células.
Para responder esta pergunta, além dos dois inibidores ja utilizados neste traba-
Iho, também tratamos as células com o composto GSK'740, que € um pan inibi-
dor de PI3K.

Nossos resultados mostraram que ao inibir todas as isoformas de PI3K, a
producao de citocinas induzida por CpG ¢é bastante afetada, demonstrando que
as isoformas y e & da enzima agem em conjunto para a completa atividade do
TLR9 (Figura 6 e Figura Suplementar 1).

5.3 Estimulagao de PBMCs com CpG leva a ativagao de PI3Ky

Até o momento, nossos dados demonstram que a presencga de PI3Ky é
importante para que a estimulagdo com CpG seja eficiente e resulte na liberagéo
de citocinas. No entanto, nos perguntamos se, de fato, PI3K astava ativada apos
a estimulacédo dos PBMCs com CpG e, caso positivo, quando ela comeca a par-
ticipar do evento. Para responder esta pergunta, analisamos os niveis de p-AKT,
principal produto da ativagdo de PI3Ky, em dois experimentos distintos: (1) em
uma cinética de estimulagcdo com CpG e (2) inibindo a PI3Ky com o farmaco
GSK'723.

Como resultado observamos que apos a estimulagao especifica de TLR9
com CpG, ha o aparecimento de p-AKT de maneira dependente a concentracao
de CpG (Figura 7A) sugerindo fortemente a ativagdo de PI3Ky no processo. Esta
hipétese foi confirmada com o segundo experimento, no qual PI3Ky foi inibida.
Os resultados deste experimento mostraram que ao inibir PI3Ky, os niveis de p-
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AKT foram reduzidos para baixo do valor basal em torno de 40% em todos os
grupos (Figura 7B). Este € um resultado particularmente interessante, pois nos
indica que grande parte da AKT ativa nas células, mesmo em condi¢des basais,
sdo provenientes da PI3Ky e que toda forma fosforilada de AKT que surge na
célula depois da estimulacdo com CpG também € proveniente desta enzima.

Outra observacao que estes experimentos nos permitem fazer é que a
participagao de PI3Ky na estimulagdo de PBMCs por CpG ¢ algo tardio e n&o
imediato, pois se inicia entre 10 e 30 minutos apos o estimulo (Figura 7A).
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Figura 7: A estimulagdo de PBMCs com CpG leva a formagéo de p-AKT de forma PI3Ky dependente.

(A) PBMCs de 3 doadores saudaveis, independentes, foram estimulados com diferentes concentragbes de
CpG e a porcentagem de p/AKT/AKT total foi medida em tempos diferentes por MSD. Gréfico representa a
porcentagem média dos trés doadores + erro padrao da media. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 compa-
rados com o grupo “Salina”.

(B) PBMCs de 4 doadores saudaveis, independentes, foram estimulados com diferentes concentragbes de
CpG e a porcentagem de p/AKT/AKT total foi medida por MSD apds uma hora. Grafico representa a média

da razao entre o grupo estimulado e ndo estimulado com CpG, com e sem inibidor de PI3Ky dos 4 doadores
+ 95% CI.

5.4 A estimulagao de CpG concomitante com a inibicao de PI3Ky nao di-

minui a viabilidade celular

Nossos resultados demonstram claramente que PI3Ky participa do pro-
cesso de producgao de citocinas por PBMCs quando estimulados com CpG e que
a inibigao de PI3K prejudica a producéo de citocinas destas células. E importante
notar que PI3K € uma proteina relevante para a célula pois € uma enzima impor-
tante na via de sobrevivéncia celular impedindo que ela morra em situacdes de

estresse. Uma vez que nossa estratégia consiste em inibir essa enzima, decidi-
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mos investigar se a diminuigdo na produgao de citocinas poderia ter sido cau-
sada pela morte das células durante o tempo de estimulagdo. A partir deste mo-

mento, os experimentos passaram a ser realizados no Brasil.

Para responder esta questdo, PBMCs de 3 doadores foram estimulados
com 0,4175 uM de CpG (IDT) por 24 horas com ou sem o farmaco GSK'723 e,
ao final deste periodo, as células foram marcadas com Anexina V/PI e lidas em
um citémetro de fluxo. Com esta marcagao podemos delimitar 4 grupos distintos:
(1) AnxV*/PI* que indica apoptose tardia; (2) AnxV-/PI* que indica necrose; (3)
AnxV*/PI- que indica apoptose; e (4) AnxV7/PI- que indica células viaveis.

Nossos resultados indicaram que a viabilidade celular, apos 24 horas, nao
se alterou. A porcentagem de células marcadas duplo negativa no grupo Sali-
napmso foi de 88,2% + 1,6; a do CpGpwmso, 89,7% * 0,87; a do Salinagsk723,
89,27% £ 0,75; e a do CpGask723, 90,4% + 0,95 (Figura 8). Dessa forma, con-
cluimos que o fato das células tratadas com inibidor de PI3Ky terem produzido
menos citocinas foi devido a outro fator que ndo uma maior mortalidade das cé-

lulas durante a experimentacao.
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Figura 8: PBMCs estimulados com CpG e tratados com o GSK’723 ndo tem a sua viabilidade alterada.
PBMCs de trés doadores saudaveis, independentes, foram estimulados com CpG com e sem a presencga

do farmaco GSK’723 por 24 horas e depois marcados com Anexina V e Pl. Gréfico representa a porcenta-
gem média dos trés doadores independentes t erro padrdo da media.

5.5 Padronizagao de um modelo de pleurisia induzida por CpG

Todos os nossos dados até o momento mostraram que PI3Ky participa do
processo de ativagao das células induzidas por CpG/TLR9 e que sua inibicao
prejudica a producdo de citocinas. Dessa forma, nos perguntamos se o trata-
mento com um inibidor de PI3Ky seria eficiente para tratar doencas no qual a
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superatividade de TLR9 fosse importante para o desenvolvimento da enfermi-
dade. Com o objetivo de testar esta hipotese, primeiramente elaboramos uma
prova de conceito que foi padronizar um modelo de inflamag&o no qual o agente
etiologico fosse o CpG e depois testar esse modelo na auséncia de PI3KYy.

O modelo de escolha foi a pleurisia. Esta cavidade &, por definicéo, livre
de agentes infecciosos e, devido a este carater estéril, possui células residentes
que sdo, em sua totalidade, mononucleares. Devido a este conjunto de fatores
qualquer perturbacdo neste microambiente é de facil detecgédo, o que faz dele

uma boa escolha para se padronizar um modelo.

O primeiro passo tomado foi testar o efeito de uma curva dose-resposta
de CpG injetada na pleura de camundongos C57BL/6 e analisar o infiltrado ce-
lular apds 24 horas. Com isso, foi possivel achar a dose mais eficiente de CpG

capaz de induzir recrutamento celular no espaco pleural.

ApOs 24 horas, a injecdo de CpG foi capaz de induzir recrutamento celu-
lar para o espaco pleural e a dose mais eficiente para induzir este fendmeno foi
a de 750 ng/cavidade (Figura 9A). Através da contagem diferencial das células
pudemos verificar que as células recrutadas para a cavidade pleural foram neu-

trofilos e células mononucleares (Figura 9B e C).
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Figura 9: Injegédo de CpG na pleura induz o recrutamento de células para a cavidade pleural.
Camundongos C57BL/6 foram injetados com quantidades crescentes de CpG na pleura e o recrutamento
celular foi avaliado 24 horas apds o desafio. Foi analisado o numero total de células (A); nimero de neutro-

filos (B); e o nimero de células mononucleares (C). Graficos representam a contagem média do numero de
células * erro padrdo da media. N=4 ou mais por grupo. **p<0,01 comparado com o grupo “Controle”

Depois de definida a melhor dose de CpG para a indugao da pleurisia, o

préximo passo foi avaliar a cinética do recrutamento celular. Para isso, 750 ng

57



de CpG foi injetado na pleura de camundongos C57BL/6 e o infiltrado inflamaté-
rio foi analisado em diferentes tempos apds a injegdo: 6; 12; 24 e 48 horas. Este
experimento ndo so confirmou os dados prévios de que os neutrdfilos sdo as
principais células recrutadas para a cavidade pleural, mas também nos informou
que o pico da inflamagao induzida por CpG acontece 12 horas apods o estimulo
ser administrado (Figura 10).
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Figura 10: A inflamag&o pleural induzida por CpG tem seu pico com 12 apés o estimulo.

Camundongos C57BL/6 foram injetados com 750 ng de CpG na cavidade pleural e o recrutamento celular
foi avaliado 6; 12; 24 e 48 horas apos o desafio. Foi analisado o numero total de células (A); nimero de
neutrdfilos (B); e o numero de células mononucleares (C). Gréficos representam a contagem média do

numero de células + erro padréo da media. N=5 ou mais por grupo. *p<0,01 comparado com o grupo “Con-
trole”

5.6 Auséncia de PI3Ky diminui o recrutamento de células causado por
CpG na pleura

Com o modelo de pleurisia induzida por CpG padronizado pudemos vali-
dar nossa prova de conceito com um ultimo experimento que foi testar se a in-
flamacéao induzida por CpG seria menor em animais deficientes para PI3Ky ou
tratados com um inibidor de PI3Ky in vivo (AS605240). Para isso, animais
C57BL/6 WT, C57BL/6 tratados com AS605240 e Deficientes para PI3Ky foram
estimulados com CpG e o infiltrado inflamatorio foi observado depois de 12 ho-

ras.

Os resultados obtidos por nés demonstraram que, como padronizado, o
CpG foi capaz de induzir inflamag¢ao nos animais WT. Além do mais, de maneira
a corroborar nossa hipdtese e também seguindo a mesma diregdo dos dados in
vitro a inibicdo ou auséncia de PI3Ky impediu que CpG causasse inflamagao

pleural (Figura 11A). Analisando diferencialmente as células do infiltrado, con-
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cluimos também que a inibi¢do da inflagao induzida por CpG se deu pela dimi-
nui¢cdo tanto do recrutamento dos neutréfilos quanto também pela inibigdo do
recrutamento das células mononucleares para o sitio da inflamacé&o (Figura 11B
e C).
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Figura 11: A auséncia de PI3Ky diminui a inflamag&o na pleura induzida por CpG.

Camundongos C57BL/6 WT, WT tratados com AS6052040 e Deficientes para PI3Ky foram injetados com
750 ng de CpG na cavidade pleural e o recrutamento celular foi avaliado com 12 horas apds o desafio. Foi
analisado o numero total de células (A); nimero de neutrdfilos (B); e o numero de células mononucleares
(C). Graficos representam a contagem média do numero de células * erro padrdo da media. N=4 ou mais
por grupo de animais WT e n=3 ou mais por grupo de animais KO. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001 comparado com o grupo “Vehicle” ou quando indicado.

Assim, com os resultados representados nas Figuras 9; 10 e 11, nds con-
seguimos mostrar que: (1) CpG sozinho foi capaz de induzir recrutamento celular
e que a dose ideal é de 750 ng/cavidade; (2) que o recrutamento celular induzido
por CpG foi composto por neutréfilos e células mononucleares; (3) que o pico da
resposta inflamatoria foi de 12 horas apds a injecao e (4) que se PI3KYy for inibida,
seja por intervengao farmacologica ou por alteragdo genética, o recrutamento

celular induzido por CpG diminui.

Dessa forma a prova de conceito foi validada e nos permite avangar no
nosso trabalho que agora sera estudar o papel de PI3Ky em dois modelos cujo
papel de TLR9 é comprovadamente importante para o estabelecimento da do-
encga. Esses modelos sdo: (1) silicose e (2) lesdo hepatica induzida por sobre-
dose de paracetamol, ambos ja padronizados no Laboratério de Imunofarmaco-
logia da UFMG.
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5.7 Animais PI3Ky’ tem menos inflamacgao e fibrose pulmonar induzidas
por silica e consequentemente melhores parametros funcionais do

pulmao

Para o experimento de silicose, camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky" fo-
ram instilados com silica e mantidos por 28 dias. Ao final do periodo foi realizado

a analise de funcdo pulmonar e coleta do lavado broncoalveolar e pulmdes.

Analisando as células totais coletadas no BAL, nossos resultados mostra-
ram que a instilacdo de silica induziu um aumento de células nas vias aéreas
nos dois grupos de animais, entretanto, o grupo PI3Ky” teve um menor nimero
de células no BAL (Figura 12A). Avaliando as células de modo diferencial, verifi-
camos que o modelo de silica induz o recrutamento tanto de neutréfilos como
também de células mononucleares e que, como visto para as células totais, os
animais PI3Ky”- tiveram menos dessas células recrutadas para o local da infla-
macgéo (Figura 12B e C).

Analisando bioquimicamente o parénquima pulmonar desses animais, vi-
mos que os neutrofilos e células mononucleares seguem o mesmo padrao ob-
servado no BAL. A silica induz o acumulo dessas células no parénquima apés
28 dias de exposicéo, resultando também no aumento da quantidade de cola-
geno (indice de fibrose) nos pulmdes desses animais. No entanto, de maneira
mais expressiva que no BAL, os animais PI3Ky” tem menor acumulo dessas
células que os animais WT e, como consequéncia disso, também tiveram uma
menor deposi¢cao de colageno quase que nula, se assemelhando bastante aos

animais controle.
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Figura 12: A auséncia de PI3Ky resulta em menor inflamagéo e fibrose pulmonar induzida por silica.

Camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky” foram instilados com 10 mg de silica e avaliados 28 dias apos a
instilagdo. No BAL foram analisados o nimero total de células (A), de neutrdfilos (B) e de células mononu-
cleares (C). No parénquima pulmonar foram estimados o numero de neutréfilos pelo ensaio de MPO (D),
de macréfagos pelo ensaio de NAG (E) e a quantidade de colageno pelo ensaio de hidroxiprolina (F). Os
graficos representam a média + erro padrao da média. N=4 ou mais por grupo de animais WT e n=3 ou

mais por grupo de animal KO. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparados com o grupo PBS ou quando
indicado.

Os pulmbes também foram analisados histologicamente através da colo-
racao de Hematoxilina e Eosina, para a avaliagado dos parametros inflamatérios,
e também com Tricrébmio de Gomori, para avaliacdo da deposi¢cao de colageno

no parénquima.

Analisando os cortes corados com H&E (Figura 13) pudemos observar
que os animais WT tiveram um infiltrado no parénquima pulmonar de carater
granulomatoso com prevaléncia de células mononucleares. Os focos inflamato-
rios estavam na maioria das vezes associados a estruturas cristalinas bastante
refringentes e, em alguns casos, estavam também presentes células ou peque-
nas areas necroticas. Nos animais PI3Ky”’-, apesar das estruturas cristalinas,
mesmo que em menor quantidade, estarem presentes, o infiltrado mononuclear
foi menor e as estruturas granulomatosas n&o foram observados. Neste caso, o
que se percebeu foram células agrupadas em pequenos focos ou esparsas pelo

tecido.
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Figura 13: Animais PI3Ky”- possuem menor infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar que os animais
WT.

Camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky” foram instilados com 10 mg de silica e avaliados 28 dias apos a
instilaggdo. As laminas foram coradas com H&E para analise do infiltrado inflamatorio e o escore histopato-
légico foi realizado por um patologista seguindo os critérios definidos nos materiais e métodos. Para as
micrografias com aumento de 4x a barra de escala representa 200 um e, para as de 20x, 100 um. Os dois
primeiros graficos representam cada escore individualmente (intensidade e distribuigao) e o terceiro grafico
representa o escore final, que é a soma dos dois primeiros. Os graficos representam a média + erro padréo
da média. N=4 ou mais por grupo de animais WT e n=3 ou mais por grupo de animal KO. **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001 comparados com o grupo PBS ou quando indicado.

A coloragao com Tricrémio de Gomori (Figura 14) foi realizada para con-
firmar os dados obtidos a partir do ensaio de hidroxiprolina. Neste ensaio cons-
tatamos que os animais WT tiveram mais deposigao de colageno no parénquima
pulmonar que os animais PI3Ky". Este resultado foi corroborado com a técnica
histolégica, uma vez n6s pudemos observar que os animais WT possuem areas
mais esverdeadas que os animais deficientes para PI3Ky. Vale observar que
nesta coloragao, areas ricas em colageno adquirem uma coloragéo esverdeada.
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Vehicle

Figura 14: Animais PI3Ky” possuem menor deposigdo de colageno no parénquima pulmonar que os ani-
mais WT.

Camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky” foram instilados com 10 mg de silica e avaliados 28 dias apos a
instilagdo. As laminas foram coradas com Tricrémio de Gomori para a avaliagao da deposigdo de colageno
no parénquima pulmonar. As micrografias estao representadas com aumento de 4x e a barra de escala

representa 200 um. Fotos representativas de cada grupo experimental sendo que espago amostral foi de
N=4 ou mais por grupo de animais WT e n=3 ou mais por grupo de animal KO.

Tamanha diferencga nos aspectos inflamatérios e principalmente na depo-
sicéo de colageno entre os animais WT e PI3Ky” nos levou também a analisar
os parametros funcionais pulmonares desses animais. Para isso, apds 28 dias

de exposicao a silica, os animais foram submetidos a uma analise espirométrica.

Com a espirometria dos camundongos, pudemos perceber que a exposi-
¢ao a silica causou uma menor complacéncia e uma maior resisténcia pulmonar
nos animais WT (Figura 15A e B). Isto significa que, sob uma mesma presséo
de ar, os pulmdes dos animais expostos a silica irdo inflar menos. Estes resulta-
dos vao de acordo com o dado de hidroxiprolina, pois estas caracteristicas sao
tipicas de doencas restritivas, que tem como caracteristica o enrijecimento do
parénquima pulmonar, como € o caso da fibrose pulmonar idiopatica, COPD, a

propria silicose e outras.
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Analisando o parametro FEV100 (Quantidade de ar expirada pelo camun-
dongo nos primeiros 100 ms da expiragao forgada) dos animais ficou claro tam-
bém que, além das evidéncias restritivas, a administragao de silica induziu alte-
ragdes obstrutivas nos pulmdes desses camundongos. No caso do nosso mo-
delo, vimos que os animais WT expostos a silica expeliram por volta de 18%
menos ar que os animais controle, o que indica que as vias aéreas desses ani-
mais estavam congestionadas. De maneira contraria, os animais PI3Ky’ ndo
apresentaram alteragdes em nenhum dos parémetros fisiologicos analisados,
mostrando que, além de uma menor inflamacgao, a auséncia de PI3Ky também
preservou os parametros funcionais dos pulmdes dos camundongos (Figura
15A; B e C).
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Figura 15: A auséncia de PI3Ky preserva os parametros fisiologicos dos pulmées dos camundongos expos-
tos a silica.

Camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky” foram instilados com 10 mg de silica e 28 dias apés a instilagdo foi
feita a espirometria desses animais. Foram analisados a complacéncia pulmonar (A), a resisténcia pulmonar
(B) e o volume forgado de ar expirado nos primeiros 100 ms (C). Os graficos representam a média + erro

padrao da média. N=4 ou mais por grupo de animais WT e n=3 ou mais por grupo de animal KO. *p<0,05;
**p<0,01 comparados com o grupo PBS ou quando indicado.

Devido a relevancia dos dados obtidos até o momento com o modelo de
fibrose pulmonar decidimos validar nossa hipétese em um segundo modelo in-

flamatorio, o de lesdo hepatica induzida por paracetamol.

5.8 Animais PI3Ky”’- ou tratados com AS605240 sdo protegidos da lesdo
hepatica induzida por paracetamol

Para o experimento de lesdo hepatica induzida por paracetamol, camun-
dongos C57BL/6 WT; PI3Ky”- e WT tratados com AS605240 foram administra-

dos, pela via oral, com uma sobredose da droga e analisados 24 horas apos a
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sua administrac&do. Ao final do periodo foram realizados analise da fungéo pul-

monar, coletados o sangue, figado, BAL e os pulmdes.

Analisando o sangue dos animais WT gavados com APAP, verificamos
qgue os niveis séricos de ALT estao elevados, o que indica que a sobredose de
paracetamol induziu lesdo hepatica nesses animais. Entretanto, os animais
PI3Ky” e a animais WT tratados com AS tiveram menores niveis circulantes
dessa enzima mostrando que esses animais tiveram lesdes hepaticas menos
graves (Figura 16A). Da mesma forma, a administracdo de APAP causou um
aumento do numero de neutrdéfilos (ensaio de MPO) no figado, evento que tam-

bém foi minimizado nos animais PI3Ky” e nos WT tratados com AS (Figura 16B).
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Figura 16: A auséncia de PI3Ky resulta em menor lesdo hepatica induzida por paracetamol e também em
menor recrutamento de neutrdfilos para o figado.

Camundongos C57BL/6 WT; PI3Ky” e WT tratados com AS605240 foram gavados com 600 mg/Kg de
paracetamol e avaliados 24 horas depois. No sangue foi analisado o nivel séricos de ALT (A) e no figado
foi estimado o numero de neutrdfilos (B). Os graficos representam a média + erro padrdo da média. N=3 ou

mais por grupo de animais WT e AS, e n=4 ou mais por grupo de animal KO. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
comparados com o grupo “Vehicle” ou quando indicado.

Também foi analisada a histologia hepatica através da coloragao de se-
¢bes do 6rgdo com Hematoxilina e Eosina. Seguindo os dados de ALT, pudemos
notar através das micrografias que a administracdo de paracetamol induziu ex-
tensas areas de necrose nos animais WT (delimitadas pela linha tracejada) e
que estas areas estavam bastante reduzidas nos animais PI3Ky”’- e também nos
animais WT tratados com AS6053240 (Figura 17 — micrografias). Por meio de
um escore patolégico conseguimos demonstrar que estas diferengas observa-

das morfologicamente eram significativamente diferentes (Figura 17 — grafico).
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Figura 17: Animais PI3Ky” e WT tratados com AS605340 possuem menor area de les&o hepética induzida
por paracetamol que os animais WT.

Camundongos C57BL/6 WT; PI3Ky” e WT tratados com AS605240 foram gavados com 600 mg/Kg de
paracetamol e avaliados 24 horas depois. No figado foi considerado como critério de avaliagdo a razao

4 d , oy . .. . . g ~ s
. A drea necrotica esta delimitada com uma linha tracejada. Magnificagdo 40x. O gréfico
representa a média + erro padrdo da média. N=3 ou mais por grupo de animais WT e AS, e n=4 ou mais

por grupo de animal KO. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 comparados com o grupo “Vehicle” ou quando
indicado.
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Durante a lesdo hepatica grandes quantidades de material intracelular,
sao liberados pelos hepatocitos em necrose. De fato, um aumento consideravel
de DNA mitocondrial pode ser detectado na circulagao periférica, indicando que,
além da faléncia hepatica, estes animais possivelmente também sofrem danos
remotos devido a ativagao sistémica dos leucdcitos. Alguns relatos na literatura
indicam que além do figado, a sobredose de paracetamol também afeta as fun-
cbes cerebrais, renais, cardiovasculares e também respiratérias (BERNAL et al.,
2010; HINSON; ROBERTS; JAMES, 2010; LEE et al., 2015; MARQUES et al.,
2012). Dessa forma, também avaliamos no nosso modelo o dano remoto indu-

zido por paracetamol causado no pulmao apés 24 horas.

Nossos resultados indicaram que, apds a administracdo de APAP, os ani-
mais tiveram intenso influxo de leucdcitos para as vias aéreas e que tipo celular
predominante neste influxo foram as células mononucleares. No entanto, os ani-
mais PI3Ky” e os animais WT tratados com AS605240 tiveram menos células

no lavado broncoalveolar (Figura 18A-C).
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Figura 18: A auséncia de PI3Ky resulta em menos células migradas para as vias aéreas apos a administra-
¢do de paracetamol.

Camundongos C57BL/6 WT; PI3Ky” e WT tratados com AS605240 foram gavados com 600 mg/Kg de
paracetamol e avaliados 24 horas depois. Foi analisado no BAL a quantidade de leucocitos totais (A), neu-
tréfilos (B) e células mononucleares (C). Os graficos representam a média + erro padrdo da média. N=3 ou
mais por grupo de animais WT e AS, e n=4 ou mais por grupo de animal KO. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
comparados com o grupo “Vehicle” ou quando indicado.

Da mesma forma, ao analisarmos histologicamente se¢des dos pulmbes
destes animais, observamos que a administracdo de APAP causou nos animais
WT discretos edema e focos hemorragicos (nem sempre presentes) além de in-
tenso infiltrado inflamatorio perivascular constituido de células mononucleares,
aspectos que nos animais PI3Ky” e animais WT tratados com AS605240 esta-

vam atenuados (Figura 19 fotomicrografias). De fato, quando analisamos estes
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resultados utilizando um escore histologico, concluimos que as diferengas ob-
servadas entre os grupos WT, PI3Ky”- e WT tratados com AS605240 s3o signi-
ficativamente diferentes (Figura 19 grafico).
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Figura 19: Animais PI3Ky” e WT tratados com AS605240 possuem menor lesdo remota pulmonar induzida
por paracetamol do que animais WT.

Camundongos C57BL/6 WT; PI3Ky” e WT tratados com AS605240 foram gavados com 600 mg/Kg de
paracetamol e avaliados 24 horas depois. No pulméo foram considerados como critério de avaliagdo edema
(seta amarela), infiltrado inflamatorio (seta azul) e hemorragia (seta verde). Magnificagdo 1000x. O grafico
representa a média + erro padrao da média. N=5 animais por grupo WT e KO. *p<0,05 e **p<0,01 compa-
rados com o grupo “Vehicle” ou quando indicado.
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Devido as mudangas tanto inflamatorias quanto histolégicas observadas,
decidimos também avaliar os camundongos quanto a fungdo pulmonar. Como
esperado, a administracdo de APAP diminuiu as capacidades funcionais dos pul-
moes dos animais WT como: redug¢ao da complacéncia, aumento da resisténcia
e diminui¢do do valor de FEV100 (Figura 20A-C). Por outro lado, quando analisa-
mos o papel da PI3Ky no contexto da fungdo pulmonar dos camundongos, ob-
servamos que os animais KO tiveram uma pequena melhora, mas significativa,
nos trés parametros em comparagédo com os animais WT e que a maior protecéo

observada aconteceu nos animais WT tratados com AS605240 (Figura 20A-C).
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Figura 20: A auséncia de PI3Ky resgata o fenétipo WT dos parémetros fisiolégicos dos pulmées dos ca-
mundongos com faléncia hepatica induzida por paracetamol.

Camundongos C57BL/6 WT; PI3Ky” e WT tratados com AS605240 foram gavados com 600 mg/Kg de
paracetamol e avaliados 24 horas depois. Foram analisados a complacéncia pulmonar (A), a resisténcia
pulmonar (B) e o volume forgado de ar expirado nos primeiros 100 ms (C). Os graficos representam a média

+ erro padrdo da média. N=4 ou mais por grupo de animais WT e n=3 ou mais por grupo de animal KO.
*p<0,05; ***p<0,001 comparados com o grupo “Vehicle” ou quando indicado.

De posse de todos esses resultados que demonstram que a inibigdo de
PI3Ky é eficiente em reverter o quadro de lesdo hepatica por paracetamol, nos
perguntamos se a melhora observada nao seria devido a uma deficiéncia meta-
bolica que a auséncia de PI3Ky estaria induzindo nos camundongos. Uma vez
que a toxicidade induzida por APAP se inicia com o acumulo de NAPQI no cito-
plasma, uma menor taxa de conversao do paracetamol pelo citocromo poderia
resultar em uma menor lesdo devido a menores concentracbes do metabolito
secundario. Para responder esta questdo, camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky™
foram tratados com APAP e os niveis de glutationa oxidada e ALT no sangue
foram medidos apds 2 horas.
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Nossos resultados indicaram que, como esperado, tanto os camundongos
WT quanto os PI3Ky” tiveram os niveis de glutationa bastante reduzidos, de-
monstrando que o metabolismo do paracetamol ndo estava alterado nos dois
camundongos (Figura 21A) e que a protegdo que observamos na les&o hepatica
se da por outro motivo que ndo um problema de metabolismo da droga. Um dado
interessante é que, ao analisar os niveis séricos de ALT desses animais, perce-
bemos que apos duas horas de sobredose, 0s niveis dessa enzima no sangue
sado iguais tanto no camundongo WT quanto no camundongo KO (Figura 21B).
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Figura 21: Tanto animais WT quanto PI3Ky”~ possuem niveis similares de glutationa reduzida e ALT séricos
apos 2 horas de leséo hepética.

Camundongos C57BL/6 WT e PI3Ky”- foram gavados com 600 mg/Kg de paracetamol e avaliados 2 horas

depois. No figado foi analisado a quantidade de glutationa total (A) e no sangue foi analisado os niveis
séricos de ALT (B). Os graficos representam a média + erro padrédo da média. N=5 por grupo WT e KO.

*kK

p<0,001 e ****p<0,0001 comparados com o grupo “Vehicle”.

Decidimos também investigar em qual tipo de tecido, parénquima ou mie-

I6ide, o bloqueio de PI3Ky contribui para a diminuicdo da lesdo hepatica.

Para isso, desenvolvemos animais quimeras na qual fizemos transplantes
de medula entre animais WT e PI3Ky”’- e desafiamos estes animais com APAP.
Ao mesmo tempo, utilizamos animais WT e PI3Ky’ isogénicos para controle in-
terno do experimento. A adigdo deste ultimo grupo foi necessaria pois os animais
quimeras precisam de um tempo muito longo de espera para estarem aptos ao
uso experimental, o que acarreta em idades bastante avancadas que poderiam
comprometer o resultado do experimento. Entdo, para garantir que os resultados
obtidos a partir deste experimento fossem validos, optamos por incluir este grupo

no desenho experimental.
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Nossos resultados mostraram que embora mais velhos, a administragao
de APAP nos animais isogénicos foi capaz de induzir lesdo hepatica nos camun-
dongos WT e que os animais PI3Ky’- foram protegidos da les&o (Figura 22) de-

monstrando que o experimento foi viavel.

Ao analisarmos os dados obtidos com os animais quimeras, também ob-
servamos que os animais WT->WT também desenvolveram les&o hepatica in-
duzida por paracetamol e que os animais PI3Ky”->PI3Ky~’- também foram pro-
tegidos da lesédo, assim como nos animais isogénicos. No entanto, o bloqueio
parcial da atividade de PI3Ky tanto apenas nas células do parénquima (animais
WT->PI3Ky”") quanto apenas nas células mieldides (animais PI3Ky">WT) re-
sultou apenas em uma protecao parcial da lesdo nesses animais (Figura 22).

Este dado nos mostra que, para que se tenha um efeito significativo de
protecdo contra a lesdo hepatica induzida por APAP, a atividade da enzima
PI3Ky precisa ser bloqueada nos dois tipos celulares, o que favorece uma pos-

sivel transformacao desta abordagem em uma técnica terapéutica.
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Figura 22: PI3Ky precisa estar ausente tanto nas células mieldides quanto nas células do parénquima para
que se tenha prote¢cao completa da leséo hepatica induzida por paracetamol.

Camundongos C57BL/6 e PI3Ky” foram transplantados com medula WT ou KO para criar animais quime-

ras, gavados com 600 mg/Kg de paracetamol e avaliados 24 horas depois. Foi analisado nesses animais
0s niveis séricos de ALT. Os graficos representam a média * erro padréo da média. N=5 ou mais por grupo
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de animais isogénicos, e n=3 ou mais por grupo de animal quimera. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 com-
parados com o grupo “Saline” ou quando indicado.

5.9 O Tratamento com AS605240 é mais eficiente que NAC na reversao da

lesao hepatica

De posse de todos os resultados obtidos até o momento neste trabalho e
observando o grande potencial que existe em se inibir a PI3Ky, decidimos com-
parar o tratamento com AS605240 com o padrao ouro NAC no modelo de lesao

hepatica induzida por paracetamol.

Para isto, camundongos C57BL/6 foram administrados com APAP e tra-
tados com NAC ou AS previamente ou apds a medicacdo com paracetamol de
acordo com o esquema da Figura 23, painel direito.

Como ja descrito previamente no trabalho, a medicagdo com sobredose
de APAP induziu o aumento de ALT no soro dos animais. Nossos resultados
mostraram que a administracéo prévia de NAC, 1 hora antes do tratamento com
paracetamol, foi bastante eficiente em evitar a lesdo hepatica. Entretanto,
quando sua administragdo foi feita tardiamente, mesmo que duas vezes, ela n&o
fez diferengca na progressao da lesdo induzida pelo paracetamol. De maneira
contraria, o tratamento tardio com AS605240 foi capaz de reduzir em 50% os
niveis de ALT no sangue desses animais, indicando que, mesmo na fase mais
avangada da doenca, ele foi bastante eficiente em diminuir a progressao da le-

séo (Figura 23 painel esquerdo).
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Figura 23: a inibigdo de PI3Ky é eficaz no tratamento da lesdo hepatica induzida por paracetamol mesmo
em janelas terapéuticas na qual o tratamento com o padrédo-ouro, NAC, ndo é mais eficaz.

Camundongos C57BL/6 WT e WT tratados com AS605240 ou NAC foram gavados com 600 mg/Kg de
paracetamol e avaliados 24 horas depois. Os tratamentos foram feitos de acordo com o cronograma acima.
Foi analisado nesses animais os niveis séricos de ALT. Os graficos representam a média + erro padrao da
meédia. N=4 ou mais animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparados com o grupo “Vehicle”
ou quando indicado.
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6 Discussao

Tanto os receptores do tipo Toll quanto as PI3Ks s&o proteinas bastante
importantes para o hospedeiro, pois estdo envolvidas em processos cruciais
para o inicio e desenvolvimento apropriado dos processos inflamatorios e, dessa
forma, para a protegdo do mesmo. Ambas as proteinas foram descobertas no
final do século XX (O'NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013; VANHAESEBRO-
ECK; STEPHENS; HAWKINS, 2012) e tdo logo seus papeis foram elucidados,
surgiu também o interesse no entendimento de como estas proteinas interagem
entre si e modulam a resposta imune (FUKAO; KOYASU, 2003; HAMERMAN et
al., 2016; TROUTMAN; BAZAN; PASARE, 2012).

No entanto, este entendimento se tornou mais complexo que o imaginado,
pois estudos em tecidos variados demonstraram fun¢des diferentes ou até
mesmo opostas em determinadas ocasides. Entretanto, alguns autores argu-
mentam que estas divergéncias sdo devidas ao fato de que a grande maioria
dos estudos foram desenvolvidos com inibidores n&o seletivos de PI3K como a
Wortmanina e a LY294002, dessa forma, ao se inibir todas as isoformas de uma
vez o papel especifico de cada uma € perdido e o que se analisa € o efeito global
de sua inibicdo. Além disso, outros estudos utilizam o método da transfeccao
para avaliar os efeitos da PI3K, o que pode ser um problema pois 0 ambiente
citoplasmatico da célula modelo pode n&do conseguir reproduzir o ambiente in-
tracelular da célula de interesse (HAZEKI; NIGORIKAWA; HAZEKI, 2007; PIT-
TINI et al., 2016).

Dessa forma, o objetivo do nosso trabalho foi tentar demonstrar os efeitos
que a inibigado de isoformas especificas (principalmente y) da PI3K é capaz de
causar na resposta induzida por ligantes de TLR tanto em modelos utilizando

células primarias in vitro quanto em modelos murinos in vivo.

Este estudo teve seu inicio nos laboratérios da GSK, na Inglaterra. Na-
quela ocasiao, o objetivo era entender o papel de PI3Kd na regulagdo negativa
da sinalizagdo de TLR num quadro de COPD. Além da literatura apresentar re-
latos que suportam a ideia de que a inibigcdo de PI3Kd aumenta a liberagao de
citocinas por BMDMs estimulados com agonistas de TLR 2; 4; 5 e 9 (AKSOY et
al., 2012; MARSHALL et al., 2012; MOLNARFI et al., 2008; UNO et al., 2010), a
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GSK também tinham dados internos que iam de encontro com a literatura apre-
sentada e, dessa forma, suportavam a hipotese deles de que a alta incidéncia
de infeccgdes virais e bacterianas por parte dos pacientes com COPD poderia ser
revertida ao inibir PI3Kd melhorando assim a resposta imune do hospedeiro e

evitando novas exacerbacgoes.

Dessa forma, inicialmente realizamos uma triagem com o objetivo de ve-
rificar quais ligantes de TLR estimulam PBMCs e qual TLR teria a atividade mais
alterada apos a inibigdo da PI3K®d. Para isso utilizamos um painel com 10 ago-
nistas especificos para cada tipo de TLR e analisamos o resultado através da
dosagem de um painel de citocinas. Como esperado, todos os agonistas de TLR
foram capazes de induzir a producéo de todas as citocinas analisadas de forma
concentragdo-dependente, entretanto, o tratamento com o inibidor GSK’045 n&o
gerou o resultado previsto. Com exceg¢ao do TLR9, todos os grupos tratados com
o inibidor GSK’045 (anti-PI3Kd) nao tiveram nenhuma modulagédo na produgéo
de citocinas.

No caso especifico do TLR9, a modulagdo observada foi o contrario da
esperada, uma vez que as células tratadas produziram menos citocinas que as
ndo tratadas (Figura 5). Apesar de controverso, nossos resultados também estao
de acordo com outros trabalhos publicados na literatura (ARBIBE et al., 2000;
GUIDUCCI et al., 2008; LEE et al., 2010; OJANIEMI et al., 2003; PARK; LEE;
SUNG, 2002; RHEE et al., 2006) que também observaram a diminuigdo da pro-

ducao de citocinas quando se inibe PI3Ks.

TLR9, assim como TLR4, é capaz de ativar a via dos IRFs e levar a pro-
ducéo de IFNs mesmo néo utilizando TRIF na sua via de sinalizagdo (ACHEK;
YESUDHAS; CHOI, 2016; O'NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013). Notavel-
mente, neste experimento ndo observamos a indugao de IFN-a. Apdés uma busca
na literatura, constatamos que a incapacidade do ODN2006 de induzir a produ-
¢ado dessa molécula é devida a sua estrutura. Sendo um oligonucleotideo n&o
metilado do tipo B, sua estrutura linear € um forte estimulante da via do NFkB,
mas um fraco indutor de IFN-a (www.invivogen.com). Portanto, a partir deste
momento, utilizamos apenas CpG do tipo C, pois estes sdo capazes de estimular
tanto TLRs no endossomo primario quanto no endossomo tardio e assim, esti-

mular tanto a via do NFkB quanto a do IRF.
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Os trabalhos citados até o momento que suportam nossos achados tem 2
pontos em comum: (1) sugerem que interacao entre a PI3K e o TLR é feita atra-
vés do reconhecimento de tirosinas fosforiladas e (2) todos eles usaram inibido-
res nao especificos para PI3K, Wortmanina ou LY294002. Dessa forma, esses
autores nao podem concluir sobre a importancia de uma isoforma especifica da

PI3K para os seus achados.

Devido a essa lacuna, decidimos executar o proximo experimento para
avaliar se os resultados encontrados por nés eram especificos para a isoforma
O ou se a inibicdo de uma outra isoforma também abundante nos leucdcitos, a vy,

levaria ao mesmo o resultado.

Para tal, PBMCs de novos doadores foram coletados e estimulados com
uma dose-resposta de CpG e tratados com inibidores especificos de PI3Kd e .
Nossos resultados indicaram novamente que a inibicdo de PISK & ou y leva a
uma diminuigdo nos niveis de citocinas liberados pelos PBMCs, entretanto, a
isoforma y é ainda mais importante que a 6 para a funcédo de TLR9 visto que sua
inibicdo foi capaz de modular a produc¢do de IFNs do tipo 1 (fato que a PI3Kd
nao fez) além de reduzir mais os niveis da produgao de algumas citocinas, como
IFNy, IL-12 e TNF-a.

Como até o momento trabalhamos com inibigdes de isoformas especificas
da PI3K e a literatura tem se mostrado conflituosa quanto ao efeito da inibicao
de PI3K, nos perguntamos se a inibigdo de todas as isoformas com um farmaco
nao seletivo reproduziria um efeito diferente do observado até agora por nés ou
resultaria numa inibicdo ainda mais potente do TLR9. Para nossa surpresa, a
inibigdo combinada de todas as isoformas resultou numa inibicdo ainda maior da
producao de citocinas pelos PBMCs, mostrando que as diferentes isoformas po-
dem tem um papel complementar (Figura 6).

Nosso conjunto de dados até agora demonstra que a presenca de PI3Ky
€ importante para que a producgao e liberacdo de citocinas induzida por TLR9
seja eficiente. No entanto, ainda ndo demonstramos claramente a participagéo
de PI3Ky nesse processo. Além disso, dados da literatura sugerem que o uso de

inibidores de PI3K estdo associados a alguns problemas como por exemplo no
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caso do analogo inativo do LY294002, o LY303511, em que o uso desse com-
posto levou aos mesmos resultados referentes a resposta dos TLRs, mas com
um porém: LY303511 nao inibe PI3K (HAZEKI; NIGORIKAWA; HAZEKI, 2007).

Dessa forma, para responder estas duas perguntas, investigamos no
nosso modelo a fosforilagdo da enzima central na via das PI3Ks: a AKT. Reali-
zamos um experimento em que analisamos PBMCs estimulados com uma dose-
resposta de CpG longo do tempo. Conseguimos observar com este experimento
que os PBMCs estimulados passam a expressar p-AKT de maneira tempo e
dose dependente (Figura 7A), o que sugere fortemente que PI3K esta envolvida
no processo. A prova definitiva de que PI3Ky esta envolvida na ativacdo de TLR9
veio com o préximo experimento, no qual PBMCs foram tratados com o farmaco
GSK’723 e estimulados com CpG numa dose de 0.4175 pM por uma hora.
Quando analisamos os niveis de p-AKT destas células, observamos que eles

estavam diminuidos e abaixo do nivel basal das células controles (Figura 7B).

Outra observagao que pudemos fazer neste experimento foi o fato de que
p-AKT foi detectada tardiamente apds a estimulagédo com CpG, algo em torno de
10 a 30 minutos. Dessa forma, acreditamos que a ativagao de PI3Ky durante o
processo de estimulacdo por CpG acontece de forma secundaria, devido a al-
gum segundo sinal produzido pelas células.

Park e colaboradores demonstraram que a estimulagdo de células den-
driticas com CpG é capaz de induzir fortemente nestas células uma via de so-
brevivéncia dependente de AKT e que, quando esta € inibida, essa via € com-
pletamente desativada o que reduz a sobrevivéncia das células apos 48 horas
(PARK; LEE; SUNG, 2002). Desta forma, a hipétese de que os PBMCs poderiam
estar morrendo durante a estimulagédo com CpG e por isso observamos a dimi-
nuigado na produgao de citocinas quando PI3Ky é inibida surgiu. Nossos resulta-
dos demonstraram que apos a estimulagdo de PBMCs a viabilidade celular era
igual para todas os grupos testados, demonstrando que o fato de encontrarmos
menos citocinas no sobrenadante celular ndo era devido a uma menor produg¢ao
das citocinas devido a morte celular, mas devido a auséncia da PI3Ky ativa nas

células (Figura 8).

Nossos resultados até o momento nos indicam fortemente que PI3Ky par-
ticipa ativamente de alguma forma para que a sinalizagdo do TLR9 ocorra de
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maneira adequada nos leucdcitos, entretanto, eles ndo nos permitem afirmar
como. A PI3Ky participa na ativagéo celular (PRINCE et al., 2011), dessa forma,
pode ser que ela atue como um segundo passo para a completa ativagao da
célula e que, quando ela ¢ inibida, a producéo de citocinas fica prejudicada pois
a célula ndo esta completamente ativada. Outra possibilidade para explicar este
fato € a de que quando ativada, PI3K ativa AKT/mTOR que por fim inibe a pro-
teina 4E-BP-1 (inibidora de eLF4E, importante fator para a tradugdo do mRNA)
(WALKER et al., 2016) facilitando assim a tradu¢gdo do mRNA, dessa forma, po-
deriamos pensar que enquanto os TLRs sinalizam e induzem a transcri¢ao de
genes pro inflamatérios, a ativagdo de PI3Ky seria importante para a tradugéo
dos mRNAs gerados. Entretanto, estas duas hipoteses sdo apenas especula-
¢bes que esse trabalho n&o ainda permite nos afirmar.

Uma vez que definimos o papel positivo de PI3Ky para a ativacdo de TLR9
decidimos aplicar estes dados em modelos in vivo para testar se a inibicao de
PI3Ky e, como consequéncia, a menor atividade de TLR9 resultariam em menor
inflamacgéao e dano tecidual em modelos murinos onde a hiperreatividade do sis-

tema imune é prejudicial para o hospedeiro.

Antes de testar a nossa hipotese em modelos ja pré-estabelecidos, pa-
dronizamos um modelo de pleurisia induzido por CpG baseado no modelo de
pleurisia por LPS ja estabelecido no nosso laboratério. A pleura € um ambiente
livre de agentes infecciosos e dessa forma o microambiente é povoado apenas
por células mononucleares que vasculham o tecido. Dessa forma, pequenas va-
riagdes no modelo sdo facilmente detectadas. A inflamacgao induzida por LPS na
pleura é caracterizada por um rapido infiltrado inflamatério de carater neutrofilico,
com seu pico entre 12 e 24 horas e que, a medida que a inflamacgéao se resolve,
o numero de neutrofilos diminui @ medida que o numero de células mononucle-
ares aumenta (VAGO et al., 2015).

Nossos resultados apresentaram-se semelhantes ao modelo ja padroni-
zado de LPS. A inflamagao induzida por CpG se mostrou de carater primaria-
mente neutrofilico, com um pico em 12 horas e que, 48 horas apds a injegao de
CpG a inflagdo ja esta no seu processo resolutivo. Nesta etapa, os neutrofilos
nao sao mais encontrados na cavidade e o numero de células mononucleares ja

esta diminuindo para os niveis basais (Figura 9 e Figura 10).
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Com o modelo de pleurisia padronizado realizamos nossa prova de con-
ceito: se PI3Ky é importante para que TLR9 sinalize apropriadamente e, dessa
forma, induzir inflamacgao, a resposta inflamatoéria na pleura no modelo de pleu-
risia induzida por CpG deve ser menor nos animais PI3Ky’- que nos animais WT.
Ao testar esta hipdtese, observamos que o resultado obtido a partir deste expe-
rimento corroborou nossas expectativas mostrando que os animais deficientes
para PI3Ky tiveram um menor infiltrado inflamatério 12 horas apds o desafio com
CpG e que, as células que mais sofreram redu¢cdo em seu numero foram os
neutrdfilos Figura 11. Com a prova de conceito finalizada, decidimos testar nossa
hipétese em outros modelos ja descritos na literatura e no nosso laboratorio que

s&o: a silicose e a faléncia hepatica induzida por drogas.

Silicose € um quadro de inflamacao pulmonar grave e irreversivel causado
pela inalagao de particulas de silica. Esta doenga é caracterizada por um quadro
inflamatorio agudo e crénico que resulta em um processo fibrético granuloma-
toso que, apesar do painel terapéutico disponivel atualmente, esta € uma doencga
irreversivel (FERREIRA et al., 2013). Embora n&o completamente elucidado, es-
tima-se que ao inalar microparticulas de silica, macréfagos alveolares residentes
reconhecem estas particulas e s&o ativados via NLRP3 culminando na producéo
de IL-1B e IL-18. Uma vez que a via do inflamassoma ¢é ativado, as particulas de
silica que foram fagocitdas por estes macréfagos s&do novamente liberadas para
o0 meio reiniciando o ciclo inflamatoério. Este processo ciclico € acompanhado
pelo influxo de neutrdfilos e linfocitos que, juntamente com outras citocinas e
metabolitos como TNF-a, IL-6, TGF-3, LTB4 e PGE>, amplificam e cronificam a
inflamacao (GREENBERG; WAKSMAN; CURTIS, 2007; LEUNG; YU; CHEN,
2012).

Apesar de ndo haver relatos na literatura que relacionam diretamente sili-
cose com TLR9, outros autores demonstraram que a expressdo aumentada de
TLR9 correlaciona com uma maior gravidade e até mesmo rapidez na evolugéo
do quadro de fibrose pulmonar em modelos como a fibrose pulmonar idiopatica
(HOGABOAM; TRUJILLO; MARTINEZ, 2012; KIRILLOV et al., 2015; TRUJILLO
et al., 2010) e no modelo de fibrose pulmonar induzida por paraquat (QIAN et al.,
2015). Aliados a essas evidencias literarias, dados prévios nao publicados do
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nosso grupo também demonstraram que animais deficientes para TLR9 pos-
suem menos inflamagao (com menor recrutamento de neutrofilos e células mo-
nonucleares para as vias aéreas) e fibrose pulmonar indicada pela quantificagéo
de hidréxiprolina) quando desafiados com silica (Figura Suplementar 2). Devido
a essa forte evidéncia da participagao de TLR9 na fibrose pulmonar, escolhemos
este modelo para avaliar o papel da PI3Ky na modulagdo da resposta imune
induzida por TLR9..

Nossos resultados demonstraram que, de acordo com o encontrado nos
resultados anteriores, os animais deficientes para PI3Ky apresentaram menor
infiltrado inflamatério nas vias aéreas, principalmente de neutroéfilos e menor acu-
mulo de células mononucleares no parénquima pulmonar quando comparados

com os animais WT.

A presenca de neutroéfilos esta relacionada com a liberagédo de elastases
e metaloproteinases, que sdo enzimas responsaveis pelo afrouxamento e es-
tresse da matriz extracelular. No pulmao, isto permite a transmigracéo celular
para o espacgo alveolar e o remodelamento tecidual. Entretanto, elas também
induzem a diferenciagao e ativagao de fibroblastos em miofibroblastos e a tran-
sicdo epitelial-mesenquimal (reprogramacgéo das células epiteliais pulmonares
transformando-as em uma célula “fibroblasto-like”). Em uma situagdo onde ha o
acumulo de neutrofilos, este efeito pode ser exagerado levando a deposi¢ao de
matriz extracelular excessiva e fibrose. Da mesma forma, a presenga excessiva
de células mononucleares € um importante fator para a formagao de granulomas,
uma vez que estas células sao as responsaveis por organizar e formar esta es-
trutura (FUJINO et al., 2012; WYNN, 2011).

Aliado ao menor infiltrado inflamatorio nos animais PI3Ky”-, também ob-
servamos que estes animais apresentaram menor fibrose pulmonar observada
pelo método de hidroxiprolina, resultados que v&o de encontro com outros acha-
dos na literatura, como por exemplo no modelo de bleomicina (RUSSO et al.,
2011).

De fato, ao observar as fotomicrografias, encontramos nos animais defici-
entes para PI3Ky possuem um infiltrado celular muito menor e também nao apre-
sentam as estruturas granulomatosas observadas nos animais WT (Figura 13).
Como PI3Ky esta intimamente ligada a migracao celular (JIN et al., 2008), esse
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resultado pode ser explicado ndo s6 pela menor capacidade das células inflama-
torias migrarem para o sitio lesado, mas também pela incapacidade delas de

encontrarem os focos da les&o e se estruturarem para formar o granuloma.

As alteracdes na estrutura do parénquima pulmonar sdo as principais cau-
sas da perda de funcéo, sendo que as suas diminuicdes estao relacionados a
melhores fungdes fisiologicas (VANOIRBEEK et al., 2010). Como consequéncia
da intensa inflamacgéo que os animais WT apesentaram, foi observado que esses
animais tiveram suas fun¢des pulmonares bastante afetadas como baixa com-

placéncia, alta resisténcia e a baixo fluxo de ar pelas vias aéreas.

Baixa complacéncia e alta resisténcia significam que o parénquima pul-
monar esta rijo devido a grande deposig¢ao de colageno por isso, fica mais dificil
distender o 6rgdo sob uma mesma pressdo causando no individuo perdas de
volumes pulmonares. Geralmente, menor fluxo esta relacionado ao menor dia-
metro das vias aéreas, entretanto, neste caso, por se tratar de uma doenca res-
tritiva, esta obstru¢cdo no fluxo de ar poderia ser justificada por um aumento de
muco, edema proximo as vias aéreas superiores, ou até mesmo uma complica-
¢ao do fluxo pulmonar devido aos varios granulomas. De maneira inversa, devido
a menor inflamacgao crénica, observamos que os animais deficientes para PI3Ky
tiveram fungdes pulmonares mais bem preservadas ao final de 28 dias (Figura
15).

Os dados que obtivemos com camundongos PI3Ky” nos mostraram que
a inibicdo de PI3Ky tem um grande potencial terapéutico para tratar casos de
silicose e, possivelmente outros casos de fibrose pulmonar, uma vez que sua
auséncia foi capaz de amenizar as consequéncias inflamatorias, fibrogénicas e
alteracdes funcionais causadas no pulm&o dos animais devido a exposi¢ao a
silica. O ideal seria realizarmos um proximo passo, no qual um experimento onde
a atividade de PI3Ky fosse inibida farmacologicamente fosse realizado, reprodu-
zindo o que aconteceria na clinica de verdade. Entretanto, devido ao alto custo
financeiro de se realizar um experimento desse tipo por causa do alto consumo
de droga, este experimento n&o foi feito. Dessa forma, buscamos um modelo
mais agudo para tentar entender um pouco mais os mecanismos da interagao
entre TLR9 e PI3Ky. O modelo de escolha foi o de lesdo hepatica induzida por
droga, mais especificamente, o paracetamol.
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Paracetamol é o mais famoso e usado medicamento antitérmico e anal-
geésico para o tratamento de sintomas inflamatoérios leves. Introduzido na medi-
cina em 1893 inicialmente apenas como um analgésico, seu uso se tornou po-
pular apos os anos 1960, mas seu uso ganhou forga mesmo mais recentemente
devido a novas descobertas relacionando o uso de aspirina a sangramentos gas-
trointestinais e a sindrome de Rye (HINSON; ROBERTS; JAMES, 2010).

Embora farmacologicamente seguro em doses terapéuticas, seu uso abu-
sivo, de forma intencional ou acidental, leva a geragao excessiva de seu meta-
bolito secundario muito reativo pelo citocromo P-450, o N-acetil-p-benzoquinona-
imina (NAPQI), que se conjuga a glutationa oxidada causando sua depleg&o. No
caso de uma intoxicagdo com paracetamol, os niveis de glutationa disponivel na
célula caem drasticamente e este composto comecga a se acumular no citosol e
a se ligar covalentemente a outras proteinas. Aliado a isso, devido a falta de
glutationa, a célula comeca a apresentar estresse oxidativo, metabolismo do cal-
cio desbalanceado e também disfun¢gdo mitocondrial. Com o potencial de mem-
brana mitocondrial prejudicado, o hepatdcito ndo consegue produzir mais ATP e
entra em processo de necrose, liberando para o meio extracelular varios compo-
nentes intracelulares assim como DNA mitocondrial e genémico e proteinas
como HGMB1 e HSP70. A liberacdo desse material juntamente com citocinas
como TNF-a, IL-1B e IL-6, v&o ativar os neutrdéfilos que chegam ao local da leséo
e, uma vez ativadas ativadas, exacerbam a lesdo que foi iniciada pela sobredose
de paracetamol (HINSON; ROBERTS; JAMES, 2010; LEE et al., 2015; MAR-
QUES et al., 2012).

Dados prévios do nosso grupo mostram que figados intoxicados com pa-
racetamol possuem extensas areas com deposi¢cdes massivas de DNA que coin-
cidem com as areas de necrose e que este DNA recobria os sinusoéides hepati-
cos. Além disso, este trabalho também demonstrou que o reconhecimento do
DNA pelos neutrofilos via TLR9 é de extrema importancia para o progresso da
lesdo, pois camundongos que nao tinham TLR9 ou que foram tratados com um
antagonista para este receptor tinham menos necrose hepatica, niveis séricos
de ALT e TNF-a e DNA intravascular (MARQUES et al., 2015). Seguindo a l6gica
adotada nesta tese até o momento, hipotetizamos que os animais deficientes
para PI3Ky ou tratados com AS605240 seriam protegidos da lesdo hepatica.
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Nossos resultados mostraram que de fato, os animais que apresentam a
PI3Ky inativa (geneticamente ou farmacologicamente) apresentaram menores
niveis de ALT no soro (o que indica reduzida lesdo hepatica) e também menores
niveis de MPO no tecido hepatico (indicando que os animais tinham menor infil-
trado inflamatorio). Corroborando estes achados, a analise das micrografias dos
figados coradas por hematoxilina e eosina mostraram uma significativa protegéo

do tecido hepatico (Figura 17).

Segundo relatos médicos, a segunda principal causa de complicagdes e
morte apds um quadro agudo de faléncia hepatica sdo os danos em 6rgaos re-
motos que acometem o paciente, principalmente complicagdes respiratorias e
cerebrais (BAUDOUIN et al., 1995; BERNAL et al., 2010). Dessa forma, avalia-
mos se no nosso modelo, o pulmao dos animais acometidos a faléncia hepatica

estaria comprometido.

De maneira interessante, observamos que apesar de conferir uma prote-
¢ao significativa contra o dano hepatico, a inibicdo de PI3Ky n&o foi muito efici-
ente em impedir a transmigracao de leucécitos para as vias aéreas. Interessan-
temente, ao contrario do observado para o modelo de silica, a predominancia
deste infiltrado inflamatério foi de células mononucleares (Figura 18). Algo mais
interessante ainda, foi notar que, neste caso, as células migraram contra o gra-
diente de quimiocinas, uma vez que a concentracdo mais alta delas estava no
sangue e nao no espaco alveolar. As alteragdes histologicas encontradas nesse
modelo foram bem discretas com areas de edema e infiltrado inflamatério mono-

nuclear que se localizava restrito a areas perivasculares (Figura 19).

Apesar de causar uma pequena alteragao morfolégica, conseguimos de-
tectar perda de fung&o pulmonar, o que justifica a preocupagao na clinica com
este tipo de evento. Os camundongos WT tiveram significativa perda na compla-
céncia e aumento da resisténcia juntamente com menor fluxo de ar pelas vias
aeéreas, 0 que nao foi detectado nos animais deficientes ou tratados com o
AS605240 (Figura 20).

Como dito anteriormente, o dano hepatico causado pelo metabolismo do
paracetamol surge quando o acumulo do metabdlito téxico NAPQI causa redu-
¢éo dos niveis de GSH causando estresse oxidativo e dano mitocondrial (HIN-
SON; ROBERTS; JAMES, 2010; JAMES et al., 2003). Dessa forma, decidimos
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avaliar o estado metabdlico do figado dos animais apds 2 horas da indugao da
faléncia hepatica para avaliar se o menor dano hepatico era devido ha um menor
metabolismo do APAP pelos hepatdcitos ou se era realmente devido a inibicao
do sistema imune. Neste experimento mostramos que tanto nos animais WT
guanto nos animais deficientes para PI3Ky o nivel de GSH intracelular eram os
mesmos indicando a mesma taxa metabdlica para o APAP. De maneira interes-
sante, notamos também que os niveis de ALT no sangue dos dois grupos de
animais eram 0os mesmos, o que nos da um forte indicio que o inicio da doenca
¢ igual tanto para os animais WT quanto para os animais PI3Ky’, o que difere é

a progressao da doenga (Figura 21).

PI3Ky é muito importante para a biologia dos leucocitos e os relatos na
literatura evidenciam que PI3Ky esta primariamente mais expresso em leucéci-
tos (DEANE; FRUMAN, 2004; VANHAESEBROECK et al., 2010; VANHAESE-
BROECK; STEPHENS; HAWKINS, 2012), entretanto, outros relatos também in-
dicam que diferentes células, como o hepatdcito, célula acinar no pancreas e
outras, também podem expressar esta enzima (BENIAS et al., 2012; GU-
KOVSKY et al., 2004; HG et al., 1998; HOHENESTER et al., 2010). Desta forma,
decidimos investigar o papel desta enzima em tecidos diferentes no animal: no
tecido mieldide (leucécitos) e no parénquima (hepatdcitos) através do uso de

animais quimeras.

De maneira bastante surpreendente observamos que para que se tenha
um efeito protetor nos animais, a PI3Ky deve estar ausente dos dois tipos de
tecido, o que significa que ela ndo esta atuando somente no tecido mieldide (Fi-
gura 22).

As razoes para que a auséncia de PI3Ky contribui para uma menor fungao
dos leucécitos e como consequéncia menor lesao tecidual ja foram abordadas
aqui: eles migram menos (JIN et al., 2008), se ativam menos (PRINCE et al.,
2011; RUSSO et al., 2011) e produzem menos citocinas (GUIDUCCI et al.,
2008). Entretanto, as razbées do porqué a PI3Ky estaria levando o hepatdcito a

lesdo ndao sdo tao obvias.

A explicagao do porqué PI3Ky é prejudicial para o hepatdcito pode vir com
o fato de que, além de expressar PI3Ky, eles também expressam TLR9 (SUN et
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al., 2016). E sabido que quando o hepatdcito entra em colapso devido ao ex-
cesso de NAPQI no citoplasma uma das primeiras organelas a perderem fungéo
sdo as mitocondrias e a maneira que o hepatdcito encontra de superar este pro-
blema € induzindo a autofagia das organelas danificadas (NI et al., 2016). Uma
vez que os hepatdcitos expressam TLR9, o DNA proveniente da digestao mito-
condrial nos autofagolisossomos seriam capazes de ativar estes receptores que
por sua levariam a ativagao de PI3Ky (como demonstrado nesta tese). Uma vez
ativadas, as PI3KYy levariam a ativacao da via AKT/mTOR que interessantemente
tem o efeito de bloquear o processo autofagico (HU et al., 2015; LI et al., 2016).
Dessa forma, os autofagolisossomos se acumulariam na célula e ndo haveria
assim o turnover mitocondrial, uma vez que a mitofagia esta alinhada com a mi-
togénese (MANNAM et al., 2014) resultando assim na deplec&o energética do
hepatocito levando-o a necrose.

Uma vez que o quadro de lesao hepatica foi diagnosticado, o tratamento
padrao é a suspensdo do agente causador da les&o, suporte médico, acompa-
nhamento do paciente e administracdo de N-acetilcisteina (NAC) (FARMER,;
BRIND, 2011; LEISE; POTERUCHA; TALWALKAR, 2014). O principal modo de
acao do NAC é servir como doador de cisteinas para a sintese de novo de GSH
e assim aumentar a capacidade celular de absorver o excesso de NAPQI e es-
pécies reativas de oxigénio e nitrogénio como por exemplo o peréxido de hidro-
génio e o peroxinitrito (SAITO; ZWINGMANN; JAESCHKE, 2010; ZWINGMANN;
BILODEAU, 2006). Entretanto, relatos na literatura indicam que, para que o NAC
seja efetivo, os pacientes devem ser medicados ainda na fase inicial da doenga,
enquanto o APAP ainda esta sendo metabolizado, e que, administracdes tardias
limitam a sua eficacia (BERNAL et al., 2010; SAITO; ZWINGMANN; JAESCHKE,
2010).

Como a janela terapéutica do NAC é bastante especifica e reduzida, pois
depende de um diagndstico médico rapido, que nem sempre é possivel, e tam-
bém depende do paciente procurar ajuda médica ainda na fase inicial da doenga,
0 que também nem sempre ocorre, faz da busca por novos meios de tratamento
que ainda sejam eficazes mesmo quando o NAC nao mais o é. Dessa forma,
resolvemos comparar o tratamento com AS605240 com o padrao ouro da clinica
NAC.
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Nossos resultados demonstraram que, como esperado, o tratamento com
NAC ap6s 3 horas de inducéo da lesdo hepatica foi ineficiente na reversdo do
quadro da lesdo. Isso se deve ao fato de que uma vez que os hepatocitos estao
lesados e com varios adutos de NAPQI, o aporte de NAC para a sintese de GSH
nao consegue desfazer este efeito, uma vez que as ligagdes proteina:NAPQI sdo
covalentes. Entretanto, o tratamento com o AS605240 foi capaz de reduzir em
50% os niveis de ALT no sangue dos animais demonstrando um bom efeito pro-
tetor nos animais. Como a inibigdo de PI3Ky leva a inativagcdo de AKT/mTOR, é
razoavel de se pensar que dessa forma o processo de autofagia seja restaurado

e a célula consiga eliminar parte das proteinas e organelas danificadas.

Dessa forma, podemos concluir que o tratamento com AS605240 é mais
eficiente que o NAC porque além de atuar no sistema imune evitando que os
neutréfilos amplifiquem a lesdo através do reconhecimento do DNA via TLR9,
ele também atuaria evitando que o hepatdcito entre em colapso pois ele possi-

velmente seria capaz de destravar a maquinaria da autofagia.
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7 Conclusao

O presente estudo demonstra que PI3Ky tem um importante papel para
que a resposta imunolégica induzida pela ativagcdo do TLR9 ocorra. Este fend-
meno € evidenciado pois, quando houve intervengéo farmacolégica ou genética
na atividade desta enzima, a producgé&o de citocinas, a migragao celular e o dano
tecidual desencadeados pela inflamagao decorrente da ativagdo do receptor fo-
ram diminuidas tanto em experimentos in vitro quanto in vivo. O efeito observado
parece ser devido a 3 fatores: (1) limitagdo do recrutamento celular e (2) diminui-
¢ao da ativacao das células recrutadas e (3) resgate de fungdes celulares que
antes estavam travadas. Portanto, este trabalho oferece informagdes relevantes
para o estudo da inibigdo da PI3Ky como alvo terapéutico de doencgas na qual a
atividade exacerbada do receptor TLR9 se mostra prejudicial para o hospedeiro.
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8 Material suplementar

8.1 Valores de -logICso dos inibidores de PI3K

Composto | PI3Ka | PI3KB | PI3KS | PI3Ky ;f;;asgeaf ﬁl‘;
GSK'045 6,4 5,8 9,1 6,8 75
GSK'723 4,8 6,0 5,9 8,6 5,8
GSK'740 7.4 7,5 8,5 7.4 7,5

Tabela 3: Valores de —loglCso para os inibidores especificos de PI3K.

Quanto maior o valor de —loglCss, menor a concentragdo necessaria para inibir aquela isoforma especifica.
Uma diferenga de 1 no valor de —loglCs significa 10x a concentragao necessaria para inibir a outra isoforma;
uma diferenga de 2, 100x e assim por diante. Valores cedidos pela GSK. Ng = neutrdfilos

8.2 Tabela com os valores das curvas de estimulagao para os agonistas

representados na Figura 5

Doses
Agonista TLR Unidade
100,00% 25,00% 6,25% 1,56%

Pam3CSK4 TLR 1/2 2,43 0,61 0,12 0,04 pg/mL
HKLM TLR 2 1,27 x 108 | 3,17 x107 | 7,92x10°¢ | 1,98 x 10 | cels/mL
Poli(l:C) TLR 3 66,67 16,67 417 1,04 pg/mL
Poli(l:C) LMW | TLR 3 66,67 16,67 417 1,04 pg/mL
LPS TLR 4 6,67 1,67 0,42 0,10 pg/mL
Flagelina TLR 5 0,83 0,21 0,05 0,01 pg/mL
FSL-1 TLR 6/2 1,57 0,39 0,10 0,02 pg/mL
Imiquimod TLR 7 6,67 1,67 0,42 0,10 pg/mL
ssRNA40 TLR 8 6,67 1,67 0,42 0,10 pg/mL
ODN2006 TLR 9 26,67 6,67 1,67 0,42 UM

Tabela 4: Curvas de estimulagdo para os agonistas de TLR (Resultado 5.1)
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8.3 Graficos individuais de cada citocina plotada no Heatmap da Figura 6
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Figura Suplementar 1: Representagao grafica individual de cada citocina plotada no Heatmap da Figura 6.
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8.4 Inflamagao induzida por silica em animais WT e TLR9
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Figura Suplementar 2: A auséncia de TLR9 resulta em menor inflamagéo e fibrose pulmonar induzida por

silica.

Camundongos C57BL/6 WT e TLR9” foram instilados com 10 mg de silica e avaliados 28 dias apos a
instilagdo. No BAL foram analisados o nimero total de células (A), de neutrdfilos (B) e de células mononu-
cleares (C). No parénquima pulmonar foi estimado a quantidade de colageno pelo ensaio de hidroxiprolina
(D). Os graficos representam a média + erro padrao da média. N=3 ou mais por grupo de animais WT e
KO. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparados com o grupo PBS ou quando indicado.
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8.5 Artigos publicado 1

HEPATOLOGY

Official Journal of the American Association for the Study of Liver Diseases

Chemokines and Mitochondrial Products Activate
Neutrophils to Amplify Organ Injury During Mouse
Acute Liver Failure

Pedro E. Marques,"” Sylvia S. Amaral,"* Daniele A. Pires,"”* Laura L. Nogueira,"? Frederico M. Soriani,>°
Braulio H.F. Lima,? Gabriel A.0. Lopes,”® Remo C. Russo,”> Thiago V. Avila, Juliana G. Melgago,
André G. Oliveira," Marcelo A. Pinto,” Cristiano X. Lima,* Ana Maria De Paula,” Denise C. Cara,"
Maria F. Leite,>® Mauro M. Teixeira,” and Gustavo Batista Menezes'

Acetaminophen (APAP) is a safe analgesic and antipyretic drug. However, APAP overdose
leads to massive hepatocyte death. Cell death during APAP toxicity occurs by oncotic ne-
crosis, in which the release of intracellular contents can elicit a reactive inflammatory
response. We have previously demonstrated that an intravascular gradient of chemokines
and mitochondria-derived formyl peptides collaborate to guide neutrophils to sites of liver
necrosis by CXC chemokine receptor 2 (CXCR2) and formyl peptide receptor 1 (FPR1),
respectively. Here, we investigated the role of CXCR2 chemokines and mitochondrial
products during APAP-induced liver injury and in liver neutrophil influx and hepatotoxic-
ity. During APAP overdose, neutrophils accumulated into the liver, and blockage of neu-
trophil infiltration by anti-granulocyte receptor 1 depletion or combined CXCR2-FPR1
antagonism significantly prevented hepatotoxicity. In agreement with our iz vivo data, iso-
lated human neutrophils were cytotoxic to HepG2 cells when cocultured, and the mecha-
nism of neutrophil killing was dependent on direct contact with HepG2 cells and the
CXCR2-FPR1-signaling pathway. Also, in mice and humans, serum levels of both mito-
chondrial DNA (mitDNA) and CXCR2 chemokines were higher during acute liver injury,
suggesting that necrosis products may reach remote organs through the circulation, lead-
ing to a systemic inflammatory response. Accordingly, APAP-treated mice exhibited
marked systemic inflammation and lung injury, which was prevented by CXCR2-FPR1
blockage and Toll-like receptor 9 (TLR9) absence (TLR9 ™'~ mice). Conclusion: Chemo-
kines and mitochondrial products (e.g., formyl peptides and mitDNA) collaborate in neu-
trophil-mediated injury and systemic inflammation during acute liver failure. Hepatocyte
death is amplified by liver neutrophil infiltration, and the release of necrotic products
into the circulation may trigger a systemic inflammatory response and remote lung injury.
(HeraTOLOGY 2012500:000—000)

the-counter analgesic and antipyretic drug used dose, accumulation of the reactive metabolite, N-ace-
to relieve symptoms of mild inflammatory con-  tyl-p-benzoquinone-imine, in hepatocytes leads to

Q cetaminophen (APAP) is a widely used over- ditions. However, after accidental or intentional over-

Abbreviations: ALE acute liver failure; ALT, alanine aminotransferase; ANOVA, analysis of variance; APAR inoph BAL, b hoalveolar lavage;
CXCR2, CXC chemokine receptor 2; DCF-DA, 2,7 dichlorodihyds in di DILL drug-induced liver injury; ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay; FPRI Jormyl peptide receptor 1; gDNA genomic DNA; GRI, granulocyte receptor 1; IgG, i lobulin G; IL-1, interleukin-1 beta; I/R, isch

eperf ; IV, i IVM, i; ital microscopy; LT, liver transplantation; Lysm-eGFE lysozyme M promoter for enhanced green fluorescent protein;

mitDNA, mitochondrial DNA; MPO, myeloperoxidase; nDNA, nuclear DNA; NO, nitric oxide; PCR, polymerase chain reaction; PE, phycoerythrin; PECAM-1,
platelet-endothelial cell adhesion molecule-1; ROS, reactive oxygen species; SEM, standard error of the mean; TLRY, Toll-like receptor 9; TNF-0, tumor necrosis
Jactor alpha; UFMG, Universidade Federal de Minas Gerais.
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8.6 Artigo em processo de submissao

PI3BK-GAMMA REGULATES THE BALANCE BETWEEN ANTIVIRAL AND
INFLAMMATORY RESPONSES DURING INFLUENZA A INFECTION
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