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Resumo

O figado é o principal sitio hematopoiético do embrido, tornando-se um o6rgao
metabdlico e imunoldgico importante em adultos. Apesar de muito se saber sobre o
desenvolvimento embrionario hepatico, as particularidades do desenvolvimento pos-
natal 6rgéo s&o, por vezes, negligenciadas. E ainda elusivo como o figado adapta
tanto o sistema imune quanto o metabolismo para reagir aos inumeros desafios que
neonatos enfrentam ao nascimento, como mudancas na microbiota e dieta. Assim, a
transicdo da vida intra- para extrauterina exige adaptagdes rapidas, complexas e bem
orquestradas para garantir a sobrevivéncia neonatal. Visto a importancia desse
periodo pds-nascimento, conhecido como janela de oportunidade neonatal, na
maturacdo adequada dos 6rgaos, nosso objetivo neste trabalho foi caracterizar o
desenvolvimento neonatal hepatico e identificar possiveis fatores envolvidos no
processo. Encontramos que organizagdo microscopica do figado em neonatos é
muito diferente da encontrada em adultos, constituindo um agregado homogéneo sem
uma clara compartimentalizagdo e com presencga de ilhas de células imunes, o que
foi confirmado em amostras humanas. Uma analise mais profunda das populagbes
celulares revelou que células mieloides, precursoras e imaturas primariamente
compdes o sistema imune hepatico, enquanto o figado em adultos € composto por
células linfoides. Apesar de neonatos serem mais susceptiveis a infecgdes por E. coli,
com expressao reduzida de genes pertencentes a vias relacionadas ao processo de
captura, internalizagdo e eliminagcado de microrganismos pelas células de Kupffer, uma
rapida evolugcdo para uma resposta imune eficiente foi observada.
Concomitantemente, neonatos apresentaram redugdo na expressdo de genes
metabdlicos, sendo que niveis semelhantes ao adulto foram atingidos por volta do
periodo de desmame. De forma interessante, o desmame prematuro, além de alterar
a composigao da microbiota intestinal, alterou o programa de desenvolvimento
hepatico, com uma elevagao na expressao génica metabdlica, que persistiu até a fase
adulta, e uma reduzida capacidade de lidar com infecgdes. Por fim, a microbiota se
mostrou importante em modular a captura de bactérias pelas células de Kupffer e a
tolerancia hepatica. Em concluséo, nossos dados fornecem um novo panorama do
desenvolvimento imunoldgico e metabdlico hepatico. O figado em neonatos pode ser
considerado um o6rgao completamente diferente do encontrado em adultos,

exercendo, inclusive, algumas fungdes distintas, o que pode ser explicados por



diferencas na composicdo e fenodtipo das células hepaticas. Ainda, a dieta e
componentes da microbiota podem ser cruciais para guiar o desenvolvimento

adequado do figado durante o periodo pds-natal.

Palavras chave: desenvolvimento hepatico pds-natal, neonatos, desmame

prematuro, imunologia hepatica, microbiota intestinal pés-natal.
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Abstract

Liver is the main hematopoietic site in embryos, becoming a crucial organ in both
immunity and metabolism in adults. Although much is known about hepatic embryonic
development and the chronology of hematopoiesis during the gestational phase, it is
still largely elusive how the liver adapts both the immune system and enzymatic profile
to react to a plethora of challenges that a newborn faces in the initial periods after
birth. In fact, abrupt changes in both microbiota and diet are expected during this
phase; thus, the transition from intra- to extra-uterine life may demand rapid, complex
and well- orchestrated steps to ensure neonatal survival and adaptation. Given the
importance of the postnatal period, known as neonatal window of opportunity, we
aimed to characterize neonatal liver development and identify possible factors
underlying this adaptation. We found that human and mouse newborns have a sharp
different hepatic cellular composition and arrangement compared to adults. We also
found that myeloid cells and B cells primarily compose the neonatal hepatic immune
system. Although neonatal mice were more susceptible to infections, with reduced
expression of genes related to bacterial recognition, phagocytosis and killing by
Kupffer cells, a rapid evolution to an efficient immune response was observed.
Concomitantly, newborns displayed a reduction of several macronutrient metabolic
functions and normal expression level of enzymes belonging to lipid and carbohydrate
metabolism was reached around the weaning period. Interestingly, in addition to
altering the composition of the intestinal microbiota, early weaning profoundly
disturbed the expression of several hepatic metabolic pathways, which persisted into
adulthood, and caused a reduced ability to deal with infections. Lastly, we found that
the gut microbiota is an important factor modulating bacterial catching by Kupffer cells
and hepatic tolerance. In conclusion, our data provide a novel landscape of hepatic
immune and metabolic development. The liver in neonates can be considered as a
completely different organ from that in adults, which can be explained by the
differences in the liver cell repertoire and phenotype. Also, dietary and antigen cues

may be crucial to guide liver development during postnatal phase.
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1. Introducao

O figado € um o6rgao vital para o funcionamento do organismo e realiza
inumeras fungdes essenciais — estima-se que um figado completamente maduro é
capaz de desempenhar até 500 funcdes diferentes (Almeida et al., 2022). E o segundo
maior 6rgao do corpo, localizado na cavidade abdominal logo abaixo do diafragma,
ligado diretamente ao trato digestivo via sistema porta-hepatico (Vollmar and Menger,
2009). Seu aporte sanguineo € unico, recebendo cerca de 20% de sangue arterial —
proveniente da artéria hepatica e rico em oxigénio — e 80% de sangue venoso —
proveniente da veia porta, pouco oxigenado e rico em nutrientes, toxinas ambientais
e produtos bacterianos absorvidos no intestino. O fluxo sanguineo hepatico é
impressionante: em um corpo humano, o volume corpdreo total de sangue circula

pelo figado aproximadamente 360 vezes em um dia (Sheth and Bankey, 2001).

Essa alta vascularizacdo e dupla irrigagdo conferem ao 6rgao grande
multiplicidade funcional (Jenne and Kubes, 2013). Do ponto de vista metabdlico, o
figado € o principal 6rgao envolvido na regulagédo do metabolismo energético corporal,
recebendo nutrientes diretamente da circulagdo portal e sendo responsavel pelo
processamento, armazenamento e distribuicdo pelo organismo (Rui, 2014). Assim,
controla o estoque de glicogénio, a homeostase de glicose e a sintese e transporte
de colesterol — convertido em acidos biliares. Como a maior glandula do corpo, o
figado exibe propriedades exdcrinas — produgéo de bile — e enddcrinas — produgéo
de proteinas carreadoras, fatores de coagulagao e de crescimento, trombopoietina e
angiotensina. Ainda, tem papel essencial na detoxificacdo de compostos endégenos
e exdgenos, como amonia, proteinas sericas, hormdnios esteroides, medicamentos,
contaminantes ambientais, alcool e drogas (Ben-Moshe and ltzkovitz, 2019; Chiang,
2014). Do ponto de vista imunoldgico, o figado desempenha fungbes importantes,
como a producdo de proteinas de fase aguda, componentes do complemento,
citocinas e quimiocinas, além de ser um componente critico na defesa contra infecgao
por via sanguinea (Jenne and Kubes, 2013). Contendo a maior colegao de células
fagociticas do corpo, o 6érgéo € uma das primeiras linhas de defesa entre o0 organismo
e 0 ambiente externo, com papel na detecgéo e eliminagéo de patégenos que atingem

a circulagao (Kubes and Jenne, 2018).

16



Para cumprir esse amplo espectro de fungdes criticas, além de uma
localizagao estratégica no organismo, o figado conta com uma arquitetura unica do
parénquima. O 6rgao é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo, conhecida
como capsula de Glisson (Kiernan, 1834). Septos de tecido conjuntivo oriundos dessa
capsula dividem o parénquima em l6bulos hepaticos, de formato hexagonal, que
constituem a unidade funcional hepatica. Na periferia dos Iébulos, se encontram os
espacos porta, contendo as triades portais, que incluem um ramo da veia porta, um
ramo da artéria hepatica e um ducto biliar — além de vasos linfaticos e nervos, mais
dificeis de visualizar (llustracdo 1A). Ao chegar no figado pelos espacos porta, sangue
venoso e arterial desembocam em uma rede de vasos capilares de fino calibre, os
sinusoides, pelos quais fluem até alcancar a veia central (ou centrolubular), deixando
0 Orgao pela veia cava inferior. Essa estrutura vascular, responsavel pelo fluxo
unidirecional do sangue, permite que a mistura sanguinea circule lentamente pelo
figado, em baixa pressao e tenséo de oxigénio, o que maximiza o contato do conteudo
da circulagcdo com as células hepaticas. A velocidade do fluxo nos sinusoides €&
aproximadamente metade da encontrada em outros leitos capilares, maximizando a
probabilidade de que uma determinada molécula ou patégeno sejam notados pelas

células imunes (Oda et al., 2006).

Os hepatécitos, principais células do parénquima hepatico, correspondem a
cerca de 80% da massa do figado e realizam a maioria das fungbes metabdlicas e
secretoras descritas, 0 que requer, em termos energéticos, que sejam células muito
ativas, com citoplasma amplo e eosinofilico — devido ao grande numero de
mitocdndrias —, abundante reticulo endoplasmatico e um ou mais nucleos (Duncan,
2013). Essas células se organizam em corddes que se estendem entre as fileiras de
sinusoides e estdo em intimo contato com a circulagdo — separadas por uma unica
camada de células endoteliais sinusoidais (LSECs) (llustracdo 1A). Os hepatdcitos
constituem uma populagdo heterogénea gragcas a um fendmeno denominado
zoneamento metabdlico, em que as células possuem funcgdes especificas de acordo
com sua localizagao no Iébulo (Ben-Moshe and ltzkovitz, 2019). Os mais préximos do
espago porta estdo mais expostos ao sangue com maior conteudo de oxigénio e
concentragdo de nutrientes e, portando, sado responsaveis por processos
energeticamente exigentes, como sintese de proteinas, gliconeogénese e

metabolismo de lipideos. Os mais proximos da veia centrolobular sdo especializados
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nas reagodes de biotransformacao, glicolise e biossintese de acidos biliares, processos

que demandam menos energia. Os intermediarios se especializaram na secregao do

horménio regulador do ferro, hepcidina, entre outras tarefas dependentes da sua

proximidade relativa com as outras zonas (Halpern et al., 2017).
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llustragdo 1. Desenvolvimento hepatico ao longo da vida. (A) Arquitetura do figado adulto, evidenciando os
elementos vasculares que irrigam o 6rgédo e a estrutura dos l6bulos hepaticos: nos vértices, sdo encontradas as
triades portais, contendo um ramo da veia porta, um ramo da artéria hepatica e um ducto biliar; no centro, é
encontrada a veia central. Fileiras de hepatdcitos se organizam de maneira radial, delimitados por capilares
sinusoides. (B) Formagéo do primérdio do figado: a porgédo ventral do endoderma se torna mais espessa para
formar o diverticulo hepatico, que invade o septo transverso circundante, originando o primérdio do figado. (C)
Arquitetura do figado fetal, evidenciando os elementos vasculares que irrigam o 6rgéo e a estrutura do parénquima
(presenca de progenitores hematopoiéticos). Retirado de: Almeida J. |, Journal of Hepatology, 2021.



Apesar do papel primario dos hepatdcitos constituir o metabolismo, produgao
de proteinas e neutralizagdo de toxinas, essas células estdo também envolvidas no
reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs),
induzindo tanto respostas inatas quanto adaptativas (Warren et al., 2006). Além dos
hepatdcitos, os colangiécitos também participam da composicdo do parénquima
hepatico, constituindo as células epiteliais que delimitam o ducto biliar. Embora os
hepatocitos adicionem os elementos principais da bile, sdo os colangiécitos os
responsaveis por modifica-la, através de uma sequéncia de processos secretores e
absortivos, ajustando seu conteudo e sua alcalinidade para que ela desempenhe seu

papel no organismo (Strazzabosco and Fabris, 2008).

O segundo tipo celular mais abundante no figado corresponde as LSECs, que
compreendem aproximadamente 50% das células ndo parenquimais hepaticas
(Racanelli and Rehermann, 2006). As LSECs sao células endoteliais altamente
especializadas, delgadas e desprovidas de lamina basal, o que leva a formagéao de
um espacgo, denominado espaco de Disse, entre o parénquima hepatico e o lUmen
sinuisodal (llustragdo 2). Ao contrario das células endoteliais vasculares tipicas, as
LSECs apresentam poros, formando um endotélio fenestrado e permitindo a
transferéncia eficiente de lipoproteinas, pequenos remanescentes de quilomicrons e
outras macromoléculas do sangue para o espaco de Disse, onde sdo capturadas
pelos hepatécitos (Maslak et al., 2015). Essas células expressam moléculas que
promovem a internalizacdo de antigenos, debris celulares e imunocomplexos,
incluindo receptores de manose e receptores scavanger, bem como moléculas que
promovem a apresentagao de antigenos, sendo, portanto, criticas na detecgao e

captura de patogenos (Poisson et al., 2017).

Outras células essenciais para a fungao de vigilancia imunolégica do figado
sdo as células de Kupffer (KCs), os macréfagos residentes hepaticos, que
representam até 35% das células ndo parenquimais do érgéo e a maior populagao de
macrofagos teciduais do corpo (Bilzer et al., 2006). Localizadas estrategicamente no
interior dos sinusoides, aderidas as LSECs (llustragao 2), as KCs estao diretamente
expostas ao fluxo sanguineo, o que permite a fagocitose de conteudo direto da
microcirculagdo hepatica, sob condigdes de fluxo — diferentemente dos outros

macrofagos teciduais, que fagocitam em condi¢des estaticas. Assim, as KCs tém um
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papel fundamental de “filtro”, impedindo que grandes quantidades de
lipopolissacarideos (LPS), restos celulares e microrganismos da microbiota atinjam a
circulagdo sistémica e prevenindo a disseminagdo de patdégenos em condi¢des
homeostaticas e de doenga (Balmer et al., 2014). Essas células se originam de
precursores do saco vitelinico e se mantém no 6rgéo por toda a vida, gracas a sua
capacidade de autorrenovagao (Gomez Perdiguero et al., 2015). Apesar de sua
origem monocitica, as KCs sado negativas para CX3CR1, mas sao caracterizadas pela
expressao dos marcadores de superficie F4/80 e CLEC4F. Elas ainda expressam
multiplos receptores do tipo Toll, receptores scavanger, receptores Fc e receptores
de complemento, que permitem o reconhecimento e internalizagdo de patégenos e
moléculas associadas (Krenkel and Tacke, 2017). Além disso, esses receptores, em
parte, guiam a ativagédo das KCs, levando a produgéo de uma variedade de citocinas,

quimiocinas, prostaglandinas, leucotrienos e fatores do complemento.

KCs, LSEC e hepatdcitos ndo sao as unicas células apresentadoras de
antigenos (APCs) encontradas no figado. O 6rgdo conta ainda com inumeras
populacbes de macréfagos e células dendriticas (DCs). Essas ultimas estdo
tipicamente localizadas ao redor das veias centrais e tratos portais (llustragdo 2)
(Prickett et al., 1988). Ainda, parecem entrar no tecido imaturas predominantemente
via suprimento sanguineo portal, amadurecendo a medida que transitam em diregcéo
a veia central (Sato et al., 1998) — ou podem também atravessar as LSECs, entrando
no espaco de Disse e deixando o figado via linfatico (Kudo et al., 1997). Outra grande
populacao de células residentes ocupa o espaco subcapsular, sendo que ainda ha
divergéncia se essas células compreenderiam uma populacdo de DCs (David et al.,
2016; Freitas-Lopes et al., 2017) ou de macrofagos fenotipicamente e espacialmente
divergente das KCs (Sierro et al., 2017). Foi demonstrado que tais células previnem
a disseminacdo de bactérias da cavidade peritoneal para o figado através do
recrutamento de outro grupo de células fagociticas, os neutréfilos. Em condigbes
fisiolégicas, poucos neutrofilos sdo encontrados no figado. Entretanto, sé&o
prontamente recrutados em resposta a um estimulo patogénico (Gregory et al., 1996)
ou estéril (Marques et al., 2012; McDonald and Kubes, 2016).
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llustragdo 2. Localizagdo das populagcdes celulares no I6bulo hepatico. Corddes de hepatécitos estao
delimitados por uma camada de LSEC, que compde os capilares sinusoides. No lumen sinusoidal se encontram
as KCs, em intimo contato com a circulagdo, bem como diferentes populagdes de linfocitos. Células dendriticas
estdo tipicamente localizadas ao redor das veias centrais e tratos portais. Retirado de: Ficht and lannacone, Sci.
Immunol., 2020.

Apesar de ndo ser considerado um 6rgéo linfoide secundario classico, o figado
constitui um ambiente Unico para o desenvolvimento e fungado da resposta imune
adaptativa (Crispe, 2009). Inumeras populagdes de linfécitos adaptativos, incluindo
células T CD4* e CD8*, bem como células B, habitam o 6rgado, localizadas
intravascularmente, nos septos de tecido conjuntivo ou intercalados entre as células
do parénquima hepatico (llustragcéo 2), orquestrando respostas potentes e altamente
especificas contra patdgenos invasores (Heymann and Tacke, 2016). A composigéao
hepatica de linfécitos difere da encontrada em outros tecidos e, além dessas células,
o figado é enriquecido em linfocitos envolvidos na resposta imune inata, como células
natural killer (NK), T natural killer (NKT) e Ty3, que respondem rapidamente a ligantes
conservados expressos por patégenos microbianos (Wong et al., 2016). Entre essas
populagdes, as células NKT tem papel importante como sentinela imune, patrulhando

ativamente a vasculatura hepatica em busca de patégenos (Geissmann et al., 2005).

Toda essa vigilancia imunolégica é essencial em um o6rgdo que esta
constantemente exposto a antigenos bacterianos e até mesmo microrganismos
comensais viaveis que escapam do intestino. A arquitetura distinta dos sinudoides e
a presenca de inumeras populagdes de APCs tornam o figado ideal para ativagao

local de células T e geracdo de respostas imunes (Crispe, 2009). E importante



ressaltar que nem todas as moléculas estranhas sdo nocivas e o figado deve evitar
respostas inflamatérias indesejadas direcionadas a antigenos alimentares
inofensivos ou produtos da microbiota comensal — quando em niveis normais. Assim,
o status imunolégico padrdao do 6rgdao é imunotolerante, apresentando um
microambiente anti-inflamatério, rico especialmente nas citocinas IL-10 e TGF- —
sintetizadas por hepatécitos, LSEC, KCs, DCs e células T (Lau et al., 2003). Em
situacdes de homeostase, a exposi¢cao continua a LPS e outros produtos microbianos
resulta na producdo dessas citocinas pelas KCs, o que regula negativamente a
expressao de moléculas co-estimulatérias nas APCs, limitando as respostas imunes
no orgao (Knolle et al., 1995; Knolle et al., 1998). Esse ambiente tolerogénico
promove e sustenta um fendtipo imaturo das DCs, que sdao menos potentes em
apresentar antigenos e produzem mais IL-10 comparadas a DCs de outros érgaos
(Bamboat et al., 2009; Pillarisetty et al., 2004). Entretanto, sob certas condigbes
apropriadas (presenga de citocinas ou PAMPs), o 6rgdao € capaz de mudar
rapidamente da hiporresponsividade para montar uma resposta imune robusta e
rapida. Esse balango entre imunidade e tolerancia € essencial para a saude geral e
ressalta a importancia do figado como um érgao imunoldgico fundamental (Kubes and
Jenne, 2018).

Outra funcdo do figado menos conhecida, porém, ndo menos importante,
ocorre no periodo gestacional, quando 6rgao exibe fungdo hematopoiética. O
desenvolvimento hepatico € um processo notavelmente conservado entre as
espécies de vertebrados e, em camundongos, se inicia por volta do dia embrionario
8.5 — 9.0 (32 para 42 semana de gestagdo em humanos), quando o dominio ventral
do intestino adjacente ao mesoderma cardiaco e septo transverso se torna mais
espesso para formar o diverticulo hepatico (llustracao 1B) (McLin and Zorn, 2006). As
células endodérmicas que formam esse diverticulo rapidamente se proliferam e
invadem o septo transverso circundante, originando o primérdio do figado — nesse
momento, passam a ser denominadas hepatoblastos, células bipotenciais marcadas
pela expresséo de alfafetoproteina, que dardao origem tanto aos hepatdcitos quanto
aos colangidcitos (Yang et al., 2017). Células endoteliais sdo fundamentais nesse
processo, formando um colar ao redor do diverticulo hepatico, delimitando o
crescimento do primordio do figado e estabelecendo, posteriormente, os capilares

sinusoides (Matsumoto et al., 2001).
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Logo que se inicia o desenvolvimento hepatico, o figado passa a ser o destino
de inumeros progenitores provenientes do saco vitelinico e de outros sitios
hemogénicos do embrido, se tornando o principal sitio de hematopoiese fetal (Gordillo
et al., 2015; Si-Tayeb et al., 2010). Ali, tais células sofrem expansao e diferenciacao,
antes de colonizarem outros tecidos (llustragdo 1C). Diferentes ondas de
hematopoiese hepatica intra-embrionaria ocorrem, incluindo uma transiente, em que
progenitores eritro-mieloides (EMPs) sédo recrutados e dao origem as populagdes de
macrofagos residentes no adulto — incluindo as KCs —, e uma definitiva, em que ha
recrutamento de células tronco hematopoiéticas (HSCs), que colonizam o figado,
estabelecendo a hematopoiese definitiva até os tempos tardios da gestagédo (Ginhoux
and Guilliams, 2016; Hoeffel and Ginhoux, 2015). Do figado, essas células colonizam
a medula éssea, levando a geragcéo das HSCs encontradas na medula 6ssea dos
adultos. A dinamica pela qual as HSCs povoam o figado tornou-se um campo
crescente de interesse e entender como o processo de maturagdo dos macréfagos
teciduais ocorre nos o6rgaos e como eles sdo mantidos ao longo da vida pode ter um

impacto significativo em investigacdes basicas e clinicas.

Durante esse periodo gestacional, o figado se torna um 6rgao central envolvido
no metabolismo fetal-placentario. Ainda, o érgéo é frequentemente descrito como um
“tecido cardio-vascular’, uma vez que recebe sangue rico em oxigénio da veia
umbilical e o conduz, via ducto venoso, para a veia cava inferior, que desemboca
diretamente no coracéo (llustragdo 1C) (Giancotti et al., 2019). Entretanto, nessa fase,
a maioria das fungdes hepaticas desempenhadas por um figado maduro se
encontram ainda ausentes, sendo o metabolismo hepatico fetal incapaz de alcancar
0s niveis encontrados no adulto (Li et al., 2009). Essa relativa imaturidade pode estar
relacionada com uma possivel dependéncia da mae pelo feto para suportar fungdes
basicas como nutrigao e filtracdo ou simplesmente porque a aquisicdo das funcdes
hepaticas requer mais tempo e estimulos, que nao estdo presentes na vida uterina
(Almeida et al., 2022). De fato, durante a gestacéo, o feto recebe um suprimento
continuo de nutrientes da circulacdo materna, com a qual mantém um equilibrio de
glicose, que ¢é a principal fonte de energia em condigdes fisiologicas. Apenas apos o
nascimento, com a cessacgao da nutricdo placentaria, ele precisa assumir o controle
do seu metabolismo hepatico, para mobilizar os estoques de glicogénio e lidar com a

alimentacao enteral (Grijalva and Vakili, 2013).



Outro estimulo importante ocorre apenas apdés o0 nascimento: o
estabelecimento de uma entidade complexa no trato gastrointestinal, o microbioma —
apesar da colonizacdo bacteriana ter sido proposta de comecgar in utero, é
amplamente aceito que a colonizagao significativa do intestino e as alteragbes
progressivas para o estabelecimento de um microbioma estavel ocorrem durante a
vida extrauterina (Blaser et al., 2021). O microbioma intestinal compreende os trilhdes
de microrganismos (microbiota) e seus metabdlitos, que influenciam a homeostase
do hospedeiro de inumeras maneiras (Barko et al., 2018). Uma vez que o figado esta
localizado na interface entre o sistema gastrointestinal e a circulacéo sistémica, é de
se esperar que esse microbioma intestinal influencie no desenvolvimento do 6rgao.
Muitos trabalhos com foco nesse eixo intestino-figado se concentram em situagcdes
de doenca (Giuffre et al., 2020), entretanto, € importante considerar essa
comunicagcdo como determinante para a aquisi¢do, maturagdo e manutengao das

funcdes hepaticas ao longo da vida.

O termo eixo intestino-figado faz referéncia a comunicagao bidirecional entre
o intestino (e sua microbiota) e o figado. Essa interagao reciproca é estabelecida pela
veia porta, que permite o transporte de produtos provenientes do trato gastrointestinal
diretamente para o figado, e pela via de retroalimentagéo hepatica de secrec¢ao de
bile e anticorpos para o intestino (Albillos et al., 2020). Inumeras moléculas derivadas
dos microrganismos intestinais participam do crosstalk entre os dois 6rgaos,
comprovadamente desempenhando efeito na fungcdo hepatica - incluindo
componentes bacterianos diretos (componentes da parede, acidos nucleicos) ou
produtos resultantes do metabolismo (Almeida et al., 2022). Entre os ultimos se
destacam os acidos graxos de cadeia curta (SCFAs), um subconjunto de acidos
graxos com 6 ou menos atomos de carbono em sua estrutura, obtidos através da
fermentacdo de carboidratos, especialmente fibras soluveis da dieta, pelos
microrganismos. Esses SCFAs podem, por exemplo, regular o metabolismo hepatico
interagindo com receptores (Brown et al., 2003) ou servir como substratos
intermediarios para reagoes de sintese no figado (den Besten et al., 2013; Perry et
al., 2016). Dessa forma, é de se esperar que a colonizagdo do trato gastrointestinal
no periodo pés-nascimento, que ocorre paralelamente ao desenvolvimento hepatico,
contribua para a maturacdo adequada do figado, em um periodo especialmente

critico conhecido como “janela de oportunidade neonatal” (Torow and Hornef, 2017).
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Apesar de muito se saber sobre o desenvolvimento hepatico durante a fase
gestacional — incluindo a cronologia da hematopoiese (Zhao and Duncan, 2005) —,
bem como das fungdes metabdlicas e imunoldgicas do figado na fase adulta, poucos
estudos elucidam como o 6rgado adapta, tanto o sistema imune quanto o perfil
enzimatico, para reagir aos desafios enfrentados nos periodos iniciais poés-
nascimento. De fato, mudancas abruptas na microbiota e na dieta sdo esperadas
nessa fase; assim, a transi¢cdo da vida intra- para extrauterina exige adaptacdes
rapidas, complexas e bem orquestradas para garantir a sobrevivéncia neonatal (Mafra
et al., 2019; Morton and Brodsky, 2016). Entender o desenvolvimento de um érgao
vital tdo importante nesse periodo €, portanto, essencial. Dessa forma, o presente

trabalho teve como objetivo estudar a dinamica de maturagao hepatica pds-natal.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Descrever o desenvolvimento hepatico pés-natal em camundongos, tanto
imunologicamente quanto metabolicamente, bem como identificar possiveis fatores

que governam a maturagéo do érgéao.

2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizacao da arquitetura hepatica ao longo do desenvolvimento pds-natal;

2. Determinagdo da composicao celular imune do figado nas diferentes fases do

desenvolvimento;

3. Visualizagao da distribuicado de diferentes populagdes mieloides ao longo do figado;
4. Analise de precursores em outros 6rgaos hematopoiéticos;

5. Avaliagao da susceptibilidade a infeccdo por Escherichia coli e caracterizagdo da
captura desse patogeno pelas células de Kupffer;

6. Comparacao do perfil de expressdao de genes relacionados ao processo de
fagocitose e eliminagdo de patdgenos entre as células de Kupffer de neonatos e
adultos;

7. Avaliacao da fungdo do figado de depuracdo de substancias e da dindmica de
expressao de diferentes genes envolvidos no metabolismo hepatico;

8. Determinagdo de paradmetros que influenciam na maturacdo hepatica, como
desmame e presencga da microbiota;

9. Caracterizacdo da composi¢ao da microbiota durante o desenvolvimento pds-natal,
incluindo na situagdo de desmame prematuro;

10. Analise de captura de Escherichia coli pelas células de Kupffer de animais isentos
de germes;

11. Avaliagdo do perfil de citocinas pro- e anti-inflamatérias durante o

desenvolvimento, em animais convencionais e isentos de germes.



3. Metodologia

3.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J selvagens (WT),

provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais

(CEBIO/UFMG): C57BL/6 CX3CR19PW (B6 120P-Cx3cr1tmLitti) e LysM-EGFP
(Lyz2tm1.1Graf), provenientes do Biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Também
foram utilizados camundongos Swiss/NIH isentos de germes obtidos originalmente da
empresa Taconic (Madison, WI, EUA) e camundongos Swiss/NIH convencionais,
mantidos no biotério do laboratério de Gnotobiologia e Imunologia do Departamento
de Bioquimica e Imunologia da UFMG e cedidos pela Professora Leda Vieira. Animais
de diferentes idades (0 e 4 dias, 2, 3, 4 e 8 semanas) foram gerados de matrizes
acondicionadas em grupos de 2 fémeas para cada macho em ambiente com
temperatura controlada (24°C), periodos alternados de 12h claro/escuro, com
disponibilidade de ragdo (Nuvilab) e agua ad libitum. Os camundongos isentos de
germes foram procriados em isoladores flexiveis (Standard Safety Company, Palatine
IL e Class Biological Clean Ltda), utilizando-se de técnicas de gnotobiologia. O
desmame dos camundongos em situagdes normais foi feito na 32 semana de vida,
exceto para os experimentos de desmame prematuro, em que os animais foram
separados de suas maes com 2 semanas e uma dieta customizada (mesma ragao,
porém umedecida) foi oferecida no fundo das gaiolas. Os procedimentos
experimentais realizados estdo de acordo com as normas da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFMG (CEUA 34/2017, 315/2017, 384/2016).

3.2. Imunofluorescéncia

Para os ensaios de imunofluorescéncia, os animais foram anestesiados por
uma injegao intraperitoneal (i.p.) de (ketamina 80 mg/kg e xilazina 15mg /kg; Syntec)
e perfundidos via transcardiaca com 20mL de solugado salina (Ringer's solution) e em
seguida, com 40 mL de formalina neutra tamponada (NBF) a 10%. O figado foi entdo

removido e fragmentos foram fixados em NBF 10% por 3 horas e em seguida, imersos

27



em solugao de sacarose a 15% (por 1 hora) e 30% (por 3 horas ou overnight). Apos,
os tecidos foram montados em OCT, congelados instantaneamente em nitrogénio
liquido e entéo seccionados a 12 um (-22°C) em criostato (Leica CM3050 S). Laminas
contendo as secgdes de tecido foram imersas em PBS por 15 minutos e submetidas
a recuperagao antigénica em tampao citrato 0,06% e aquecimento em microondas
por 10 minutos. Apos permeabilizagdo por 15 minutos em solugdo PBS contendo
0,5% de triton X-100, os cortes foram submetidos ao bloqueio de ligagbes
inespecificas pela incubagao por 1 hora com soro normal de cabra (NGS) a 3% e em
seguida, incubados overnight (4°C) com os anticorpos primarios. Para hepatdcitos, foi
utilizado o anticorpo primario anti-albumina (clone 188835, R&D Systems) na
concentragao de 1:100; para células imunes, um mix de anticorpos (todos 1:50) foi
utilizado: anti-GR1 (clone RB6-8C5, eBioscience), anti-F4/80 (clone BMS,
eBioscience), anti-CD19 (clone 6D5, BioLegend), anti-CD172a (clone P82,
BioLegend), anti-CD117 (clone 2B8, BD Biosciences) e anti-CD3 (clone 145-2C11,
BD Biosciences). Apds lavagens em PBS, os cortes foram incubados por 2 horas a
temperatura ambiente com os anticorpos secundarios anti-mouse IgG Cy3 (Merck) e
anti-rat IgG Alexa 633 (BioLegend), ambos diluidos 1:100. A marcagao nuclear foi
realizada com uso de 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Life Technologies). As
ldaminas obtidas foram montadas em glicerol contendo Tris-HCI 0,1M na proporgao
(9:1) e seladas. As laminas foram analisadas utilizando microscopio Confocal Nikon
Ti A1R (Nikon, Japao).

3.3. Avaliagao histolégica do figado

Fragmentos de figado de camundongos nas diferentes idades foram coletados
e fixados em formol 4% tamponado. Posteriormente, foram desidratados em solugdes
de alcool etilico, banhados em xilol e incluidos em blocos de parafina histologica.
Cortes teciduais de 5 ym de espessura foram obtidos utilizando micrétomo e corados
com coloragao padréo de hematoxilina & eosina (H&E). A visualizagao dos cortes foi
feita em microscépio Nikon Eclipse E600 e as imagens foram obtidas utilizando o
sistema de imagem Axiocam (Zeiss). Os mesmos procedimentos foram realizados
para amostras de figados humanos recebidas da Faculdade de Medicina da UFMG,
que estéo de acordo com as normas da COEP (CAAE — 00907612.0.0000.5149).
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3.4. Imunofenotipagem das populagdes imunes hepaticas por CyTOF

Para o isolamento de células ndo parenquimais, os camundongos foram
anestesiados via i.p., 0 sangue foi coletado e os figados foram removidos, macerados
e digeridos em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco) suplementado com colagenase
tipo VIII (1mg/mL; Sigma-Aldrich) sob agitagdo constante, a 37°C, por 1 hora. Apos
incubacéao, essa solucao foi filtrada em cell strainer 70um para a remocgao de tecido
nao digerido. O filtrado foi entdo submetido a uma série de centrifugagdes diferenciais:
i) 400g por 10 minutos a 4°C (pellet coletado); ii) 60g por 3 minutos a 4°C
(sobrenadante coletado) e iii) 400g por 10 minutos a 4°C (pellet coletado). As células
foram submetidas a lise por ACK (Sigma), centrifugadas novamente a 400g por 10
minutos e o pellet final, correspondendo agora as células ndo parenquimais
hepaticas, foi utilizado para posterior analise. Para citometria de massa (time-of-flight
mass cytometry — CyTOF), 1 x 108 células foram marcadas com anticorpos
conjugados a radioisétopos na diluicao de 1:100, como descrito previamente (Becher
et al. 2014; David et al. 2017). A lista completa dos 30 anticorpos utilizados se
encontra no Apéndice |. As amostras foram adquiridas no citdmetro Helios Mass
(Fluidigm) e os dados foram plotados utilizando analise ViSNE. Os eventos foram

plotados dentro das células CD45".

3.5. Microscopia confocal in vivo e ex vivo

A microscopia intravital confocal (MIV) de figado de camundongos foi realizada
conforme descrito anteriormente (Marques et al., 2015) utilizando microscépio
Confocal Nikon Ti A1R (Nikon). Resumidamente, os camundongos receberam, por
via intravenosa, uma mistura de anticorpos fluorescentes, entre os quais se incluem:
anti-F4/80 PE (0,1 pg/g, clone BM8, BioLegend) ou anti-F4/80 APC (0,1 pg/g clone
BM8, BioLegend); e anti-CD31 BV-421 (0,15 ug/g, clone 390, BD Bioscience) ou anti-
CD31 APC (0,3 ug/g, clone 390, BioLegend). Apés 10 minutos, os animais foram
anestesiados intraperitonealmente. Para as imagens ex vivo, os figados foram
removidos para observacdo. Para as imagens in vivo, os animais foram
laparatomizados na linha média e o figado foi exposto em um suporte de acrilico

compativel com o microscépio. Os videos foram feitos em definigao de pixel 512x512
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e aquisi¢cao de um frame a cada 10 segundos durante 10 minutos, em posi¢cdo XYZ
fixada, sendo um video por animal. Os dados de microscopia foram analisados
utilizando o software Volocity (Perkin ElImer) ou NIS-Elements Advanced Research

(Nikon Instruments).

3.6. Cultivos e ensaios com Escherichia coli

Foi utiizada a bactéria gram-negativa  Escherichia coli GFP
(ATCC®25922GFP). As bactérias foram cultivadas em caldo Luria-Bertani (MP
Biomedicals) com adicdo de ampicilina (100ug/ml) por 12-15 horas, a 37°C em
agitacdo. Apos esse tempo, foram submetidas a centrifugagcao de 1500g por 15
minutos e ressuspendidas em PBS. A concentragcao de bactérias foi determinada por
leitura da densidade optica (OD) a 600nm em espectrofotbmetro (Versamax),
considerando que uma OD = 1 corresponde a 8x108 células/ml. Para os experimentos
de citometria de fluxo, os animais receberam i.v. 5x108 E. coli por 20g. Apds 5
minutos, os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado e analisado no
citbmetro Accuri C6 (BD). O resultado foi baseado no numero de eventos GFP por
volume de sangue em microlitros (ul) e utilizado para estimar o numero de E. coli livre
na circulagdo sistémica. Para os experimentos de sobrevivéncia e unidades
formadoras de col6nias (CFU), os animais receberam i.v. 5x10° E. coli por 20g. Apos
24 horas, os animais foram eutanasiados e o figado foi homogeneizado de maneira a
se obter uma solugdo de 1mg de tecido hepatico para 10uL de salina estéril. A partir
dessa ‘solugao’, diluicbes seriadas foram obtidas e plaqueadas em placas com agar
Luria-Bertani (MP Biomedicals) com adigdo de ampicilina por 10 horas, a 37°C. Apés
o término de incubacao, as colénias foram contadas e o numero de CFU determinado
utilizando a seguinte formula: CFU = Numero de colbnias / (diluicdo das amostras x
volume plaqueado). Para os experimentos de MIV, os animais receberam i.v. 5x10’
E. coli por 20g ap6s figado ser posicionado em placa de acrilico, conforme o protocolo

ja descrito.
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llustragao 3. Procedimento cirurgico para desafio bacteriano in vivo em neonatos. Os camundongos foram
anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina, o figado foi exposto em um suporte de acrilico por meio
de uma laparotomia mediana, os animais foram posicionados e receberam através do plexo venoso o desafio de

E. coli.

3.7. Citometria de fluxo de medula éssea e baco

Para a citometria de fluxo, a medula dssea, obtida a partir dos fémures e tibias,
e o0 bago foram coletados. Para obtengéo de células do bago, o 6rgao foi macerado;
ja para a medula, utilizamos a centrifugacéo direta dos ossos (Dobson et al., 1999).
Ap0s retirada das epifises, os ossos foram colocados em um eppendorf de 0,5ul com
um furo na extremidade, posicionado dentro de um eppendorf de 1,5ul, de maneira
que, quando submetidos a centrifugagao de 300g por 10 minutos, tém seu conteudo
medular liberado. Ambos os procedimentos foram realizados em meio RPMI-1640

(Sigma) e a suspensdo de células obtidas foi filtrada em cell strainer 70um e
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submetida a lise por ACK. Os seguintes anticorpos (1:100) foram utilizados para
marcagao: Lineage (CD3/GR-1/CD11b/CD45R (B220)/Ter-119) FITC (BioLegend),
anti-CD135 BV421 (clone A2F10, BioLegend), anti-CD117 PerCP Cy5.5 (clone 2B8,
BD Biosciences), anti-CD115 APC (clone AFS98, BioLegend) e anti-Sca1 PE (clone
D7, Biolegend). As amostras foram adquiridas no citbmetro Cytoflex B-R-V (Beckman

Coulter) e analisadas pelo software Kaluza 1.5a (Beckman Coulter).

3.8. Anaside dos dados de microarray

A expresséo génica de KCs de animais 0 dia e adultos foi obtida por meio de
dados previamente publicados, depositados no banco de dados NCBI (National
Center for Biotechnology Information) - Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), sob numero de acesso GSE135790 para as KCs
0 dia e GSE75225 para KCs de adultos (Bonnardel et al., 2019; Scott et al., 2016). O
microarray foi realizado na Nucleomics facility, VIB Leuven, Bélgica, utilizando o
GeneChip Mouse Gene 1.0 ST arrays (Affymetrix). Os resultados depositados foram,
entdo, analisados com auxilio do R/Bioconductor. O modelo RMA (Robust Multi-array
Average) foi utilizado para normalizagcdo das amostras (correcao de background e
transformacdo em logz). Os p-valores (p.values) foram corrigidos (p.adj) calculando o
FDR (False Discovery Rate, ou Benjamini-Hochberg). Os resultados foram
considerados significativos quando p.adj < 0,05. Apds obtengéo do p.adj utilizamos o
pacote “clusterProfiler” para programa R (Wu et al., 2021) para fazer enriquecimento
de vias através do banco de dados Kegg Pathways (http://www.kegg.jp/) (Kanehisa
and Goto, 2000). As vias foram consideradas diferencialmente expressa quando p.adj
< 0,05 (FDR). Em seguida, a analise de componente principal (PCA) foi feito com
base no padrao global de expressdo de genes das amostras, para identificar se o
perfil de expressao foi capaz de separar os tipos celulares. Analise essa que foi feita
usando pacote basico do R e o pacote “factoextra”. Por fim, a visualizagdo da
expressao génica de cada via enriquecida foi gerada usando pacote “pathview’ do

programa R.
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3.9. Extracdo de RNA e PCR em tempo real

A extracdo de RNA foi realizada com o Kit ReliaPrepTM RNA Tissue Miniprep
System (Promega). Os fragmentos retirados do figado, juntamente com tampéao de
lise, foram homogeneizados em macerador de tecidos, centrifugados a 14000g, 3
minutos. Ao sobrenadante, foi adicionado isopropanol para precipitacdo do material
genético. A solugdo foi entdo transferida para uma minicoluna, seguido de
centrifugagédo a 14000g por 1 minuto. Apds lavagem com RNA Wash Solution a
140009 por 1 minuto, DNase foi adicionada a coluna para degradag¢ao do DNA e apos
15 minutos, seguiu-se 3 etapas de lavagens para retirada de sais, proteinas e outros
componentes celulares (adigdo de Column Wash Solution, RNA Wash Solution e
centrifugagdes). Por fim, o RNA total foi eluido em agua livre de nuclease e sua
concentragao foi quantificada no NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific). Para a
sintese do cDNA, utilizou-se o iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad). A 1ug da amostra
de RNA foram adicionados iScriptReaction Mix 5X, transcriptase reversa e agua livre
de nuclease. As reag¢des seguiram para o termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen), onde
permaneceram por 5 minutos a 25°C para anelamento dos primers, 20 minutos a
46°C para acao da enzima transcriptase reversa e 1 minuto a 95°C para inativacao
da enzima. As amostras foram, entdo, armazenadas a -20°C. O cDNA resultante foi
amplificado por PCR utilizando-se kit iTagTM Universal SYBR (BioRad) em um
termociclador Rotor-Gene Q. O protocolo de amplificacdo constituiu de desnaturagao
inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacédo a 95°C por 15
segundos, anelamento de acordo com o primer em questao e extensao a 60°C por 1
minuto. Para a validagao dos resultados de PCR em tempo real, utilizou-se GAPDH
como controle enddgeno, ja determinado previamente pelo nosso grupo como o
melhor normalizador para os genes avaliados no figado durante o desenvolvimento.

Todos os primers utilizados nesse trabalho podem ser encontrados no Apéndice Il.

3.10. Ensaios enzimaticos de ALT e AST

Para determinar a atividade das transminases hepaticas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato transaminase (AST), foram utilizados os kits

transaminase ALT cinético e AST cinético (Bioclin), respectivamente. Para os testes,
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aproximamente 50mg de tecido foram homogeneizados em salina em
homogeneizador de tecidos, centrifugados a 10000rpm, 10 minutos, 4°C. O
sobrenadante resultante foi utilizado como amostra e processado de acordo com
orientagcdes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram plaqueadas em
microplaca de 96 pogos, em diferentes dilui¢des, junto com o substrato (Tampéo
Hepes pH 7,8. LDH, L-alanina, NaCl e azida sédica) e coenzimas (alfacetoglutarato,
NADH e azida sddica). A placa foi mantida a 37°C por 50 segundos e, entao, foi lida
em espectrofotdmetro (340nm) a 37°C. As medidas foram feitas como quatro leituras
em intervalos de um minuto, cujo valor médio reflete a atividade da enzima. O

resultado final (dado por U/L) foi dividido pelo peso inicial do tecido.

3.11. Ensaio de depuracao do verde indocianina

O teste de funcao de depuracao hepatica foi realizado por meio do clearance
do verde de indocianina do sangue. Os animais receberam via i.v. uma dose de 20
mg/Kg do corante (ICG — cardiogreen, Sigma Aldrich) diluido em agua tipo I. Apés 10
minutos, os animais foram anestesiados e o soro coletado. As amostras foram
diluidas e a absorbancia medida em espectrofotometro (800nm). O resultado obtido

foi comparado a uma curva padréo e expresso em verde indocianina (ug/ml).

3.12. Extracdo de DNA das amostras de fezes

A composicdo da microbiota intestinal foi estudada em amostra de fezes. A
partir da segunda semana de vida, os animais foram acompanhados de forma
individualizada até a oitava, sendo as fezes coletadas semanalmente e armazenadas
a temperatura de -80°C. A extracdo do DNA das amostras foi realizada utilizando o
kit DNeasy PowerSoil® (Qiagen), seguindo instru¢cdes do fabricante. De maneira
resumida, as fezes foram transferidas para um tubo PowerBead, ao qual foi
adicionada a solugdo C1. O tubo foi, entdo, mantido sob agitagdo vigorosa em vortex
por 10 minutos e, posteriormente, submetido a centrifugagédo de 10000g por 30
segundos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, a solugao C2 foi

adicionada (para lise celular), seguida de uma incubagéao por 5 minutos a 2-8°C e uma
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centrifugagéo de 10000g por 1 minuto. Novamente, o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, a solugao C3 foi adicionada, a reacao foi incubada por 5 minutos
a 2-8°C e centrifugada a 10000g por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo, a solugcdo C4 foi adicionada e a mistura foi transferida para a coluna
MB Spin, que foi submetida a centrifugagcao de 10000g por 1 minuto. A solugéo C4
consiste em uma solucdo salina de alta concentracado, permitindo, dessa forma, a
ligacdo do DNA a silica da coluna. Assim, o conteudo contido no tubo coletor foi
descartado e o procedimento repetido por mais duas vezes, permitindo que toda a
solugdo passasse pela coluna. Por fim, apés uma lavagem com a solugao C5 e
centrifugagéo a 10000g por 1 minuto, o DNA foi eluido em agua livre de nucleasse e
sua concentracao foi quantificada no NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific). O
DNA extraido foi armazenado a -20°C até o procedimento de amplificacdo das

sequéncias-alvo.

3.13. Construcao da biblioteca e sequenciamento

A caracterizagcao da microbiota intestinal foi realizada pela amplificagao do
dominio V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores F515 (Parada et al., 2016) e R806 (Apprill et al., 2015). Os primers foram
construidos com barcodes, seguindo o proposto pelo Earth Microbiome Project
(https://earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/16s/). Para a rea¢do de PCR,
foram utilizados de 20-30ng de DNA e o kit Platinum™ Taqg DNA Polymerase High
Fidelity (Thermo Fisher). As reacdes seguiram para o termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen), seguindo as condigdes: 94°C por 3 minutos; 30 ciclos de 94°C por 45
segundos, 57°C por 1 minuto e 68°C por 45 segundos; 68°C por 10 minutos. Para a
purificagdo da biblioteca, o reagente AMPure XP beads (Beckman Coulter) foi
utilizado, permitindo uma remocao eficiente de dNTPs, primers nao ligados, dimeros
de primers, sais e outros contaminantes, a partir da utilizagcdo de beads magnéticas.
As beads foram adicionadas as reagdes de PCR, homogeneizadas com auxilio da
pipeta 10 vezes e a mistura incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Os
eppendorfs foram posicionado em estante magnética durante 2 minutos, até a
solugao apresentar-se limpida. Cuidadosamente, o sobrenadante foi removido, foram

realizadas 3 lavagens com etanol 80% e o tubo foi mantido em temperatura ambiente
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para secagem completa das beads. Apdés um tempo, agua livre de nucleasse foi
adicionada a amostra, que foi homogeneizada e o tubo foi posicionado novamente na
estante magnética por 1 minuto para separagao das beads. Por fim, o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo. O tamanho das bibliotecas amplificadas foi checado
por Bioanalyzer DNA 1000 Assay (Agilent) e a concentragdo foi quantificada
utilizando-se o kit Qubit™ 1x dsDNA HS Assay (Invitrogen). As bibliotecas foram,
entdo, normalizadas, misturadas e sequenciadas (2x250) em uma unica corrida na
plataforma Miseq (lllumina). O sequenciamento foi realizado na plataforma Next
Generation Sequencing do Instituto the René Rachou (CPqQRR/FIOCRUZ-MG).

3.14. Processamento dos dados, classificacdo taxondmica e estatistica

Os arquivos de leitura foram processados no ambiente R, utilizando o pacote
dada2 (Callahan et al., 2016) e as leituras contendo mais de dois erros foram
removidas. As sequéncias filtradas tiveram seus erros corrigidos pelo algoritmo e
foram agrupadas para formar as ASVs (amplicon sequence variants). As sequéncias
quiméricas também foram removidas e uma tabela de contagem de amostras foi
gerada. A classificagao taxondmica foi realizada utilizando o pacote tag.me (Pires et
al., 2018). A diversidade beta foi medida pela fungcdo de Analise de Coordenadas
Principais (PCoA) do pacote ad4r (Dray and Dufour, 2007) baseado na Divergéncia
Jensen-Shannon calculada pelo pacote philentropy R (Drost, 2018). PERMANOVA
foi realizado utilizando 999 permutacbes para testar o impacto de variaveis
categoricas na diversidade beta. A diversidade alfa foi medida pelos indices de
Shannon e Simpson. O teste PERMANOVA e os calculos de Diversidade Alfa foram
realizados pelo pacote vegan R. A abundéncia diferencial entre os grupos foi testada
pelo pacote DESeq2 R (Love et al., 2014) utilizando a contagem absoluta das reads
para cada entrada taxondmica em um teste de Wald. Diferencas suportadas por

valores ajustados de p <,01 foram selecionadas para discussao.

36



3.15. Analise de dados e estatistica

Os graficos e testes estatisticos foram feitos com o auxilio do software
GraphPad Prism versao 6 e 8. Os dados passaram por analise de normalidade, sendo
apresentados como média + erro padrdo da meédia. A comparagao entre 0s grupos
das diferentes idades foi feita utilizando-se one-way ANOVA, com pés-teste de Tukey,
com todos os grupos sendo comparados ao grupo 8 semanas. Para determinar
diferengas entre dois grupos, foi utilizado o teste t de Student. Nos experimentos de
expressao de citocinas foi utilizado one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, nos
animais convencionais ou isentos de germes, com o0s grupos sendo comparados ao
grupo 1 semana; e two-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, na comparagao entre
as diferentes idades nas duas condigdes. Diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05 (assinaladas com *).
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4. Resultados

41. A organizacdo morfologica hepatica muda drasticamente durante o

desenvolvimento hepatico pds-natal

Visando caracterizar a arquitetura morfolégica do figado durante o
desenvolvimento pds-natal, analisamos a distribuicao das populag¢des de hepatdcitos
e ceélulas imunes ao longo do desenvolvimento. Para isso, utilizamos diferentes
técnicas histolégicas. como coloragéao por H&E e imunofluorescéncia, na qual foram
utilizados anticorpos para visualizagao das células parenquimais (anti-albumina) e
células imunes (uma combinagao de anticorpos para os principais subtipos de células
imunes). Ambas as técnicas revelaram mudancgas na arquitetura do parénquima, no
que diz respeito a densidade, organizacdo e composi¢ao celulares. Nos animais
recém-nascidos, no dia 0, observamos uma maior densidade celular em comparagéao
a todos estagios do desenvolvimento (Figura 1D), morfologia dos nucleos altamente
variavel e presenga de inumeras “ilhas” compostas por diferentes tipos de células
imunes (Figura 1A-B, primeira coluna). Ainda, nos neonatos, foram encontrados
poucos hepatdcitos com nucleos globoides, que apresentam uma marcagao fraca
para albumina no citoplasma, sem delimitagdo celular evidente. Por outro lado, nos
animais adultos, percebemos uma mudang¢a na composi¢ao celular, com reducao do
numero de células imunes, que agora estdo quase exclusivamente no espago
vascular, e com hepatocitos mais evidenciados — células grandes, organizadas em
corddes, com limites celulares bem definidos, citoplasma abundante e algumas
binucleadas (Figura 1A-B, ultima coluna). Essas alteragdes ocorrem de forma gradual
ao longo do desenvolvimento, ja que com 1 semana de vida, os hepatdcitos parecem
iniciar sua organizagao em corddes, mas ainda ha retengdo de células imunes no
parénquima (Figura 1A-B, segunda coluna). Com 3 semanas, a arquitetura hepatica
assemelha-se a encontrada em adultos, indicando um processo de reorganizagao

estrutural e celular ao longo do desenvolvimento (Figura 1A-B, terceira coluna).

Além de mudancgas no parénquima, observamos também uma reorganizagao
da vasculatura. Nos neonatos, os sinusoides hepaticos apresentam um padrao
semelhante a uma colmeia, sendo mais curtos e arredondados, diferente do padrao
mais alongado encontrado nos adultos (Figura 2A). Quando analisamos os espagos

avasculares, denominados corddes avasculares, percebemos que, ao longo do
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desenvolvimento, eles passam de areas mais circulares para areas mais alongadas
(Figura 2B). Presumivelmente, esses espacos estdo ocupados por hepatocitos, o que

evidencia a organizagao dessas células em longos corddes nos adultos (Figura 2C).

Visando avaliar se essas alteragdes observadas em modelo murino poderiam
ser encontradas em humanos, utilizamos amostras de figado de necrépsias, sendo
todas elas coletadas de pacientes com figado saudavel, sem 6ébito relacionado a
doencas hepaticas. Corroborando os resultados do modelo animal, as amostras de
neonatos humanos apresentam ilhas de células imunes no parénquima (células de
nucleo pequeno, bem corado e pouco citoplasma) e a tipica organizagao histologica
hepatica descrita para adultos ndo foi observada (Figura 1C). De fato, figados
humanos de recém-nascidos apresentam uma maior densidade celular em
comparagdo a adultos (Figura 1E). Figuras celulares com caracteristica de
hepatdcitos foram observadas, mas sua organizacdo em corddes nao esta tao

evidente como no adulto.

Em conjunto, nossos dados revelam que a organizagao microscopica do figado
em neonatos ndo se assemelha a de adultos, uma vez que as células nédo estéo
organizadas em corddes de hepatdcitos, mas constituem um agregado homogéneo
sem uma clara compartimentalizagdo e com presenga de inumeras ilhas de células

imunes.
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Figura 1. A arquitetura e celularidade hepaticas em neonatos diferem drasticamente das encontradas em adultos. (A) Imunofluorescéncia de cortes
hepaticos congelados com marcagdo para hepatdcitos (anti-albumina, verde), nucleos (DAPI, azul) e células imunes (coquetel de anticorpos imunes, vermelho).
(B) Cortes histolégicos corados em H&E evidenciando células imunes (setas pretas), hepatécitos (setas vermelhas) e vasculatura (setas azuis). (C) Biopsias de
figados humanos de recém-nascidos e adultos coradas em H&E evidenciando células imunes (setas pretas) e hepatécitos (setas vermelhas). (D) Quantificagdo do

numero de nucleos por campo das imagens de imunofluorescéncia. (E) Quantificagdo do nimero de nulcleos por campo em amostras de recém-nascidos
humanos. n 2 4. * indica significancia estatistica em relagéo ao adulto (p<0,05).
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4.2. A composigao celular imune muda de mieloide em neonatos para linfoide em

adultos

Nossos experimentos de imagens sugeriram fortemente a presenga de
grandes populagcdes de células imunes no figado de neonatos. Entretanto, uma
completa descrigdo dessas populacdes durante o desenvolvimento pds-natal ainda
estava ausente na literatura. Para caracterizar precisamente tais células, realizamos
a imunofenotipagem em alta dimensé&o por citometria de massa (CyTOF) (Figura 3A).
Os eventos CD45* (marcador global para todas as células imunes) foram inicialmente
considerados e posteriormente agrupados de acordo com a expressado de
marcadores especificos, que permitiram sua quantificacéo e classificagdo dentro dos

subtipos principais de leucdcitos (Figura 3C).

No6s encontramos que os figados dos animais no dia do nascimento
apresentam a populagdo imune mais diversa comparados as outras idades —
identificamos 22 clusters diferentes. De forma interessante, nos neonatos 0 dia — e
apenas em tal grupo —, uma por¢ao consideravel dos leucécitos encontrados eram
CD45' (Figura 3B). Os granuldcitos (Ly6G* CD172* CD11b* e/ou Siglec F*) sdo os
principais tipos celulares presentes no figado (~35%) (Figura 3N), seguidos de células
B imaturas (CD45°% CD19*; ~12%) (Figura 3E) e mondcitos (Ly6C* CD11b*; ~11%)
(Figura 3H). Outros linfécitos, como as células T (CD3"), NKT (CD3* NK1.1%) e NK
(CD3  NK1.1%) estao presentes em menor quantidade (~1%) ou ndo foram detectados
(Figura 3K-M) e as células B maduras (CD45* CD19*) representam ~5% das células
imunes (Figura 3D). Macrofagos (F4/80%) e DCs tém frequéncia similar (~1-2%)
(Figura 3F-G). Ainda, encontramos uma populacdo consideravel de células
precursoras (CD117%; ~12%) (Figura 3J) e clusters que nao foram claramente
distinguiveis entre macrofagos e mondcitos (Ly6C" F4/80M CX3CR1*, ~2%) (Figura
31). Portanto, pelo menos 70% de todas as células imunes hepaticas no dia 0 sdo de
linhagem mieloide, com uma manutencéo de células hematopoiéticas mesmo apos o

nascimento.

Apos uma semana de vida, os granuldcitos continuam dominates (~45%)
(Figura 3N) e as frequéncias de células T, NKT e NK aumentam (T ~4%, NKT ~5% e
NK ~6%) (Figura 3K-M). Observamos ainda presenca de precursores (~9%) (Figura

3J) e da populagao indefinida de macréfagos ou mondécitos (~8%) (Figura 3l), sendo



gue ambas ndo sdo mais detectadas nas idades posteriores. Células B imaturas néo
sdo mais encontradas (Figura 3E) e células B maduras representam ~4% dos
leucécitos (Figura 3D). Mondcitos continuam em frequéncia similar ao 0 dia (~11%)
(Figura 3H) e macréfagos e dendriticas sofrem aumento de duas e trés vezes,

respectivamente (Figura 3F-G).

Na terceira semana, a composicao celular sofre uma profunda modificagao e
se assemelha mais aquela observada em adultos. A proporgdo de de ganuldcitos
(~15%) (Figura 3N) e mondcitos (~7%) (Figura 3H) diminui significativamente,
enquanto a de linfocitos T, NKT e NK aumenta (~18%, ~11 e ~11%, respectivamente)
(Figura 3K-M). A frequéncia de macréfagos (~8%) (Figura 3F) e dendriticas (~5%)

(Figura 3G) aumenta, assim como a de células B (~20%) (Figura 3D).

Nos adultos, as populagdes imunes hepaticas podem ser divididas em dois
grandes grupos, sendo aproximadamente 2/3 composta por linfocitos (Figura 3D, K-
M) e ~1/3 por macréfagos, DCs, mondcitos e granulécitos (populagdes mieloides)
(Figura 3F-H, N). E na idade adulta, entretanto, que encontramos a maior populacéo
de macréfagos (~14%) e dendriticas (~4%) (Figura 3F-G) e de células B (~35%)

(Figura 3D), comparadas aos outros tempos.

O processo de alteracédo nas proporgdes celulares durante o desenvolvimento
€ ilustrado em um heat map (Figura 30). Esses resultados mostram que células de
linhagem mieloide, precursoras e imaturas compde principalmente o figado nos
periodos inicias pds-nascimento e, ao longo do desenvolvimento neonatal, ocorre

uma transi¢c&o do perfil imunolégico do figado para linfoide nos adultos.
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Figura 3. O figado passa de um 6rgdao mieloide em neonatos para um orgao linfoide em adultos. (A) Estratégia experimental da citometria de massa
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cronoldgica das populagdes imunes hepaticas. n = 3/grupo. * indica significancia estatistica em relagdo ao grupo 8 semanas (p<0,05).
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4.3. A composigcdo e compartimentalizagcdo das células imunes mieloides se altera

durante o processo de desenvolvimento

Para confirmar nossos dados de imunofenotipagem em alta dimensao, nés
selecionamos animais que expressam a proteina verde fluorescente (GFP) sob
controle de diferentes promotores relacionados a células imunes e observamos, por
microscopia confocal, sua distribuicdo ao longo de diferentes zonas hepaticas (Figura
4A). Como a composi¢ao celular € predominantemente mieloide no inicio do
desenvolvimento, utilizamos o animal LysM'EGFP, em que neutrdéfilos, mondcitos e
macrofagos apresentam fluorescéncia. Consistente com nossos achados de CyTOF,
uma grande populagao de células LysM* foi encontrada nos figados do dia 0 até a
primeira semana de vida — células LysM" e esféricas, possivelmente granulécitos —,
uniformemente distribuidas por todo campo de visao (Figura 4B). Com trés semanas
de idade, a populagdo sofre uma alteragao significativa, ja que poucas células
arredondadas sao detectadas, sendo a maioria das células alongadas, em formato
de estrela e LysM'". Considerando a co-expressdo de F4/80 em adultos (um
marcador de macrofagos residentes hepaticos), tais células LysM foram definidas
como células de Kupffer, macrofagos residentes hepaticos sésseis localizados no

interior dos sinusoides sob o endotélio vascular.

Nossa analise de CyTOF revelou, ainda, a manutencdo de populagbes de
precursores hematopoiéticos no figado logo apdés o nascimento. O receptor de
quimiocina CX3CR1 é altamente expresso nos precursores de macréfagos e DCs
durante a maturacao do sistema imune e € mantido ao longo da vida em monacitos,
algumas populag¢des de macrofagos (no figado, apenas em macréfagos imaturos) e
DCs (David et al., 2016; Yona et al., 2013). Assim, utilizamos o animal CX3CR19fP/wt
em combinacdo com o anticorpo anti-F4/80-PE para tentar visualizar essas
populacdes. Através de cortes transversais do figado, observamos diferengcas na
composi¢cdo e compartimentalizagdo das células (Figura 4C). Em todas as idades,
células CX3CR1* foram encontradas no espaco subcapsular (Figura 4D, setas
vermelhas). Entretanto, em animais neonatos, observamos a presenga uniforme
dessas células por toda extenséo do figado. Tais células vao desaparecendo ao longo
do desenvolvimento (Figura 4G) e em adultos, nas camadas mais profundas do 6rgao,

essas células sdo encontradas apenas ao redor dos grandes vasos (Figura 4E). Ja



as ceélulas F4/80*, durante todo o desenvolvimento, ocupam o interior do 6rgao,
distribuidas ao longo dos sinusoides (Figura 4F e H). Em maior aumento, quando
olhamos a sobreposi¢cdo entre as imagens, percebemos que muitas das células
F4/80* sao também positivas para CX3CR1* nos animais mais novos (Figura 4F,
destaque). Essas células duplo positivas reduzem em namero com o tempo (Figura
4l) e no adulto, o compartimento mais interno do érgéo se torna predominantemente

ocupado por células F4/80* (Figura 4J).

Em conjunto, as imagens de figado in situ e a imunofenotipagem por CyTOF
descreveram em detalhes a existéncia de diferentes fenétipos de células imunes e

sua localizagao diferencial durante o desenvolvimento do figado ap6s o nascimento.
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Figura 4. Grandes mudancgas na frequéncia e compartimentalizagdo das células mieloides hepaticas sdo observadas durante o desenvolvimento.
(A) Estratégia experimental da microscopia confocal. (B) Microscopia ex vivo de animais Lysm-eGFP, evidenciando células LysM* (magenta). (C)
Microscopia ex vivo de animais CX3CR1-GFP, que receberam i.v. anti-CD31 (em azul, marcagdo para sinusoides) e anti-F4/80 (em vermelho, marcacéo
para macréfagos). (D-F) Campos ampliados de (C), evidenciando células CX3CR1+* (em verde), F4/80* (em vermelho) e células duplo positivas para
CX3CR1 e F4/80 (em amarelo, setas brancas). (G-l) Quantificagdo das populagdes celulares de (F) por campo de visdo. (J) Proporgdes das das populagdes
celulares de (F) durante o desenvolvimento. n 2 5/grupo. * indica significancia estatistica em relagédo ao grupo 8 semanas (p<0,05).



4.4. O figado é o principal detentor de precursores hematopoiéticos nos estagios

iniciais do desenvolvimento, enquanto a medula éssea e o0 baco sédo aplasicos

Atualmente, é aceito que a medula 6ssea se torna o principal local de
hematopoiese do organismo ainda no final da gestagao (Mikkola and Orkin, 2006).
No entanto, levantamos a hipotese de que a abundancia de células mieloides e
precursores hematopoiéticos no figado de neonatos poderia estar relacionada a uma
frequéncia reduzida dessas células em outros locais hematopoiéticos nas fases
iniciais pos-nascimento. Nos entdo investigamos por citometria de fluxo a frequéncia
de HSCs na medula éssea e bago nas diferentes idades, comegando no dia 0 (Figura
5A). Células Lin- compreendem precursores hematopoiéticos variados e células Lin
CD135", precursores comprometidos com a linhagem mieloide. De fato, encontramos
uma grande reducgao de precursores hematopoiéticos na medula (Figura 5D-E) e bago
(Figura 5G-H) de camundongos no dia do nascimento e numeros similares aos do
adulto foram encontrados com uma semana de idade. Na medula, precursores
mieloides foram as células Lin- mais frequentes ao longo de todo desenvolvimento
(Figura 5F). Assim, o figado neonatal pode ser a principal fonte de precursores de

células mieloides durante uma aplasia temporaria em outros érgaos linfoides.
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4.5. Os fagocitos hepaticos rapidamente se tornam funcionais para capturar e eliminar

bactérias circulantes

A maior frequéncia de fagdcitos e células imunes inatas foi encontrada no
figado de neonatos (0-1 semana de idade), sugerindo que o 6rgao ja seria, nos
primeiros momentos apos o nascimento, um local eficaz para a eliminagdo de
bactérias da circulagao — visto que essas células s&o as principais na execug¢ao dessa
funcdo. Para testar essa hipotese, nés desafiamos os camundongos nas diferentes
fases do desenvolvimento com Escherichia coli GFP (Figura 6A), o patdgeno mais
comum responsavel por quadros de sepse no periodo neonatal (Gladstone et al.,
1990). Neonatos no dia 0 apresentaram o maior numero de E. coli livre na circulagao
sistémica apos o desafio (Figura 6B) e contagens significativamente maiores de
unidades formadoras de colénias (CFU) no tecido hepatico 24 horas apés a infecgao
(Figura 6C-D). Ainda, nés encontramos nessa idade uma mortalidade de 60% apos
um unico desafio de bactéria (Figura 6E). Quatro dias apds o nascimento, os animais
ja foram mais eficazes na eliminagdo de bactérias circulantes em comparagédo com
0s animais no dia do nascimento, embora o CFU no sangue e figado ainda estivesse
elevado em comparagdao aos animais adultos (Figura 6B-C). Nas idades
subsequentes, a capacidade hepatica de capturar e eliminar bactérias circulantes ja
estava similar a dos adultos (Figura 6B-C) e nenhuma morte foi observada (Figura
6E).

Para visualizar a imunoevaséao de E. coli durante a infeccdo em neonatos, nos
utilizamos a microscopia intravital confocal, em que a captura de bactérias pelos
fagécitos foi flmada em tempo real no figado (Figura 6F). Apos uma injegéo
intravenosa de E. coli em adultos, inumeras bactérias alcangam o 6érgao, sendo quase
instantaneamente capturadas pelas KCs no interior dos sinusoides hepaticos (Figura
6H). Uma vez capturadas, as bactérias permanecem colocalizadas com as KCs até o
final do tempo experimental (10 minutos). Em contraste, a maioria das bactérias que
alcancam a microcirculagdo hepatica em neonatos transita livremente pelos
sinusoides, com captura reduzida ou atrasada pelas KCs (Figura 6H). O rastreamento
digital do movimento de E. coli revelou que, enquanto KCs de adultos
instantaneamente retém as bactérias circulantes, as bactérias percorrem distancias

mais longas dentro dos microvasos hepaticos em neonatos, o que pode predispor seu
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transito através do figado e sua propagacgédo para orgaos remotos (Figura 6G).
Entretanto, na 12 semana de vida, as KCs ja se tornam funcionais para capturar as
bactérias circulantes.

Assim, camundongos neonatos sdo mais susceptiveis a infeccdo apenas nos
primeiros dias apdés o nascimento, o que pode ser resultado de uma remocéao

ineficiente de bactérias da circulagéo pelos macrofagos hepaticos neonatais.
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4.6. Genes relacionados ao processo de fagocitose e eliminagédo de patdgenos estao

reduzidos nas KCs de neonatos

Para determinar os possiveis mecanismos responsaveis pela ineficiéncia de
captura bacteriana em recém-nascidos pelas KCs, investigamos diferencas nessas
células fagociticas nas diferentes idades. Reanalisando o perfil transcricional obtido
por microarray e depositado no banco de dados publico do NCBI, podemos perceber
grandes diferencas entre KCs de neonatos comparadas as de adultos (Figura 7A).
Foram encontrados 5284 transcritos diferencialmente expressos, sendo a maioria
mais expressa nas KCs de neonatos (Figuras 7B-C). Uma analise de enriquecimento
funcional evidenciou as principais vias as quais pertencem tais transcritos, de acordo
com o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Figura 7D). Observamos
que algumas vias relacionadas ao processo de captura, internalizagao e eliminagao
de microrganismos se encontram, de forma geral, alteradas. Assim, realizamos uma
analise mais acurada dos genes incluidos em cada uma delas na tentativa de explicar

o fendtipo observado.

A primeira via analisada foi a do complemento, na qual observamos que a
maioria dos genes se encontrava menos expressa nas KCs de neonatos (em
vermelho) em comparagcdo com as de adultos (Figura 8A). Esses genes codificam
proteinas plasmaticas que atuam de maneira regulada promovendo a opsonizagao
do patégeno e pertencem aos trés tipos de vias envolvidas na cascata do
complemento: a via classica (desencadeada por anticorpos ligados a superficie do
patégeno), a via da lectina (ativada apds reconhecimento de residuos de manose na
superficie do microrganismo pela lectina ligadora de manose) e a via alternativa
(ativada por diferentes padrbes moleculares associados a microrganismos) (Reis et
al., 2019). No fim, a opsonizagao direciona o patdégeno para eliminagéo por fagocitose
através do reconhecimento de diferentes componentes do complemento por
receptores na membrana dos fagocitos. Genes para receptores importantes no
reconhecimento dessas moléculas, como CR3 (receptor de complemento 3) e CRIg
(receptor do complemento da superfamilia das imunoglobulinas) também se

mostraram menos expressos nas KCs de neonatos.

Outras vias analisadas correspondem as vias do fagossomo e lisossomo,

envolvidas desde a captura até a destruicdo do microrganismo. Novamente,
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receptores importantes para o reconhecimento dos patdogenos pelas KCs
apresentaram expressao reduzida nos neonatos (Figura 8B). Apesar dos genes FcyR
(receptor Fcy) e MARCO (receptor de macrofago com estrutura de colageno) se
encontrarem inalterados, diferengas foram encontradas para TLR4 (receptor tipo-toll
4) e MR (receptor de manose tipo lectina-C). Essa redugédo também foi observada em
genes envolvidos na internalizagdo — VAMP3 (proteina 3 de membrana associada a
vesicula) —, na maturagdo do fagossomo — vVATPse (ATPase vacuolar) —, na fuséo
com lisossomo — LAMP (proteina 2 de membrana associada ao lisossomo) e na
formagao de espécies reativas de oxigénio no interior do fagolisossomo — subunidade
gp91 do complexo da NADPH oxidase (Figura 8C).

Em conjunto, a menor expressédo de genes que atuam em diferentes passos
do processo de fagocitose pode explicar a susceptibilidade de neonatos a infeccao

por E. coli.
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4.7. A capacidade metabdlica hepatica total € adquirida durante o periodo de

desmame

Uma vez caracterizadas as populagdes imunes e a cronologia da maturagéo
da resposta imune em neonatos, buscamos entdo investigar durante o
desenvolvimento uma fungédo fundamental do figado: o metabolismo hepatico. Para
isso, desenvolvemos um painel contendo genes pertencentes a vias de transporte,
catabolismo e metabolismo de carboidratos, lipidios e xenobidticos e analisamos sua
expressao por gPCR (Figura9A). Novamente, os genes foram alocados em categorias
funcionais com base em sua ontogenia sugerida pelo KEGG. N6s encontramos quase
todos os genes associados as vias metabdlicas analisadas menos expressos nos dias
0 e 4 apds o nascimento em comparagdao com adultos (Figura 9B). A expresséo de
genes envolvidos na sintese biliar, metabolismo de xenobidticos, metabolismo lipidico
e alongamento, incluindo ElovI3 (acido graxo elongase 3), Cyp8b1 (Citocromo P450
8b1) e Fasn (acido graxo sintase) foi significativamente menor em comparagdo com
adultos até uma a duas semanas apds o nascimento. Isso sugere que a atividade
metabdlica dos acidos graxos, a secregao biliar e a detoxificagdo — fungdes-chave
desempenhadas pelo figado na vida adulta — estao reduzidas nos periodos inicias da
vida. Varios genes relacionados ao metabolismo de carboidratos também estao
Menos expressos nos primeiros dias pds-nascimento, mas tiveram um padrao mais
rapido de elevacao aos niveis de adulto. Assim, esses achados revelam uma laténcia
metabdlica relativa em figados de neonatos, mais evidenciada para as vias de

metabolismo lipidico.

Outra fungéo do figado bem conhecida € a produgao de transaminases, sendo
0 O0rgéo capaz de produzir mais de 60 dessas enzimas. Duas de maior importancia
clinica sdo a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato transaminase (AST), em
que, em caso de elevagao dos niveis séricos, sao utilizadas como indicativo de lesao
hepatica, constituindo uma ferramenta padrdo-ouro de diagndstico para doengas
hepaticas agudas. Tanto por qPCR (Figura 9E-F) quanto por ensaio de atividade
(Figura 9C-D), os animais até a 22 semana apresentaram niveis reduzidos de ALT e
AST, sendo que somente apdés 3 semanas de vida, se encontraram similares ao
adulto. A auséncia de ALT no figado foi confirmada utilizando uma linhagem de

camundongos nao-isogénica (camundongos Swiss) (Figura 9G). Além das
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transaminases, o figado € responsavel pela produgéo de albumina e em neonatos de
0-4 dias, foram encontrados valores menores de expressao para essa proteina
(Figura 9l). Em contraste, até a 3% semana de vida, os niveis de mRNA para
alfafetoproteina — um analogo fetal da albumina — estavam elevados, chegando a

valores indetectaveis nos adultos (Figura 9J).

Ainda, visando expandir funcionalmente nossos estudos para além da
expressao génica enzimatica, ndés medimos diretamente a capacidade depurativa do
figado durante as diferentes fases do desenvolvimento. Para isso, utilizamos o teste
de depuragcdo do corante verde de indocianina (ICG), que se liga a proteinas
plasmaticas, como a albumina, sendo eliminado exclusivamente pelos hepatdcitos,
juntamente com a bile, sem sofrer alteragdo. Os animais até a 22 semana de vida
possuem um atraso na fungao de clearance desse corante, uma vez que niveis mais

elevados de ICG foram detectados no soro apds o desafio (Figura 9H).

Em conjunto, o teste funcional, a atividade de aminotransferase e a expressao
cronoldgica dos diferentes genes demonstraram que a capacidade metabdlica total
do figado ¢é atingida na 32 semana apds o nascimento. De maneira interessante, esse
periodo se sobrepde ao periodo de desmame, sugerindo que a introdu¢do de uma
nova dieta pode impactar na regulacao do perfil metabdlico e do desenvolvimento

hepatico em camundongos.
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4.8. O periodo de transigdo alimentar € chave para o desenvolvimento hepatico

Observando a composigao celular e arquitetura hepaticas, bem como o perfil
de expressao dos genes metabdlicos e as analises funcionais, podemos perceber que
a completa maturagdo metabdlica e imune do figado ocorre na 3% semana de vida.
Como essa fase coincide com o periodo de desmame dos animais, nos perguntamos
se as alteragdes alimentares poderiam estar, de alguma forma, guiando o
desenvolvimento hepatico. Para tal, decidimos desmamar precocemente os animais
com duas semanas de idade (uma semana antes do periodo normal), oferecendo, no
lugar, uma dieta com mesmo conteudo nutricional da utilizada para adultos (Figura
10A) e analisamos alguns parametros metabdlicos e imunoldgicos. O desmame
precoce promoveu um aumento da expressdo dos genes metabdlicos em
comparagao com o grupo controle em todos os tempos analisados (Figura 10B). Ou
seja, animais com 3, 4 e 8 semanas que sofreram desmame precoce na 2% semana
apresentaram um maior nivel de expressdao de um mesmo gene em relagdo aos
animais de 3, 4 e 8 semanas, que foram amamentados normalmente até a 32 semana

de vida.

Para entender se, além do metabolismo, o desmame precoce poderia
influenciar na maturagcédo imunolégica, desafiamos camundongos de 4 semanas de
idade submetidos aos diferentes protocolos de desmame com E. coli. Primeiro,
percebemos que os animais desmamados precocemente perdem mais peso 24h pos-
infeccao (Figura 10C), assim como também apresentam contagens significativamente
maiores de CFU no figado (Figura 10D), apesar do numero de bactérias nao
apresentar diferenga no bago (Figura 10E). Curiosamente, utilizando a microscopia
intravital confocal, encontramos que a captura de bactérias pelas KCs nao foi
prejudicada (Figura 10F). Assim, nos animais que sofreram desmame prematuro, as
bactérias foram capturadas normalmente, mas n&o foram eliminadas do 6rgéo, o que

resulta em uma reduzida capacidade de lidar com infecgdes.

Esses resultados sugerem que a transicdo da amamentacéo para os alimentos
sélidos no intervalo de tempo correto € importante para garantir a maturagao hepatica

adequada.
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4.9. O desmame prematuro altera a composi¢cdo da microbiota intestinal

Até agora, observamos que o periodo de transi¢gao alimentar € importante para
o desenvolvimento do figado e que o desmame prematuro perturba alguns
parametros hepaticos, como a expressao de enzimas relacionadas ao metabolismo e
a eliminagao de bactérias. Nesse periodo, a mudanga na composi¢cao do alimento é
uma das maiores contribuintes para o desenvolvimento da microbiota intestinal
(Bokulich et al., 2016). Como o figado esta diretamente ligado ao trato gastrointestinal,
recebendo, via porta, nutrientes, antigenos e produtos microbianos, € de se esperar
que a colonizagao do intestino pela microbiota influencie na maturagcao hepatica.
Assim, hipotetizamos que o desmame prematuro causaria altera¢cdes na composicao
da microbiota intestinal, o que poderia resultar em perturbagdées na maturagéo

hepatica.

Para isso, buscamos caracterizar a composicao da microbiota intestinal ao
longo do desenvolvimento pds-natal, desde o primeiro dia de vida até a fase adulta,
nos animais que passaram pelos diferentes protocolos de desmame. Comparando os
animais no periodo pré-desmame (de 1 dia até 2 semanas de vida), em que a
alimentacao é baseada exclusivamente no leite materno, observamos diferengas na
abundancia de algumas familias de bactérias (Figura 11). No primeiro dia ap6s o
nascimento, encontramos majoritariamente a familia Pasteurellaceae (género
Rodentibacter) (Figura 11B), seguida de Lactobacillaceae (Figura 11A) e
Streptococcaceae (Streptococcus) (Figura 11C). Especialmente na 12 semana, ha
presenca de bactérias gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae
(incluindo os genéros Escherichia.Shigella e Citrobacter) (Figura 11C). Com 2
semanas de vida, além das familias ja citadas, outras passam a aparecer em maior

frequéncia (Figura 12).

Ja apds a 22 semana, como resultado da introdu¢do de alimentos solidos,
percebemos alteracdes na composi¢cao da microbiota, com redugdo drastica de
Lactobacillaceae (Figura 11A) e aumento de membros de outras familias de bactérias
(Figura 12). Como os animais a partir dessa idade foram submetidos a protocolos de
desmame diferentes, sendo um grupo privado de forma brusca do leite materno e o
outro passando pelo periodo de transi¢ao, avaliamos o efeito do tempo de desmame

na composi¢ao da microbiota, comparando os diversos grupos de bactérias nas duas
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condigdes de desmame nas diferentes idades. Do nascimento até a 3% semana de
vida, ha um aumento crescente na diversidade microbiana, determinada pelo indice
de diversidade de Shannon, e, apds esse periodo, observamos uma estabilizacdo
(Figura 12A). Entretanto, para os animais submetidos ao desmame prematuro, ocorre
uma maior flutuagao na diversidade, que apresenta elevagao na 32 e 42 semanas e

redugao na 6% e 82.

Em relagcdo ao desmame prematuro, o desmame normal apresentou, em todas
as idades, uma maior abundancia das familias Bacteroidaceae (género Bacteroides)
(Figura 12B) e Rikenellaceae (Figura 12C) e, exceto no adulto, uma maior abundancia
de Erysipelotrichaceae (Figura 12D). J& com 3 e 4 semanas, observamos, nos
animais desmamados prematuramente, um aumento de Lachnospiraceae (Figura
12E) e, nos animais do desmame normal, um aumento de Akkermansiaceae (Figura
12F). Membros néo classificados dentro da ordem Clostridiales foram encontrados
em maior abundancia no desmame normal (Figura 12G), enquanto membros nao
classificados dentro da ordem Bacteroidales estavam mais abundantes no desmame

prematuro, chegando a compor aproximadamente 60% da microbiota (Figura 12F).

Esses resultados sugerem que, assim como perturbagcées na maturagao
adequada do figado ao longo do desenvolvimento pds-natal, 0 desmame prematuro

causa alteragcdes na composigcao da microbiota intestinal.
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4.10. O processo de colonizagao e estabelecimento da microbiota intestinal interfere

com a tolerancia hepatica

Na primeira parte desse trabalho, caracterizamos tanto imune quanto
metabolicamente todo o desenvolvimento hepatico, desde o nascimento até a vida
adulta, e, uma vez que importantes alteracdes foram encontradas na 32 semana de
vida, tentamos desvendar o papel do desmame no processo. Ainda, observamos que
o desmame prematuro causou alteragées na microbiota intestinal, que persistiram até
a vida adulta. Como esta se tornando cada vez mais evidente a importancia da
microbiota nas fases iniciais da vida para a maturagdo adequada dos érgaos (Ganal-
Vonarburg et al., 2020), buscamos investigar se a presenga desses microrganismos

poderia guiar o desenvolvimento hepatico pos-natal.

Ja foi descrito para o intestino que no periodo de desmame (3 semanas), a
microbiota intestinal induz uma reatividade imunoldgica forte e ampla, com expressao
aumentada das citocinas proé-inflamatérias IFN-y e TNF-a, 0 que previne patologias
inflamatoérias no adulto (Al Nabhani et al., 2019). Buscamos, entado, avaliar se a
expansao da microbiota que ocorre nesse periodo também estaria sendo percebida
pelo figado, induzindo uma reacao imunoldgica. Encontramos que Tnfa se encontra
aumentada na 12 semana de vida, apresenta redugao na 3% semana e se mantém em
niveis mais baixos no adulto (Figura 13A). Para Ifng observamos a mesma tendéncia,
apesar de nao ter sido encontrada diferenga estatistica (Figura 13B). Como o
ambiente hepatico é sabidamente tolerogénico, também investigamos o perfil de
expressao de citocinas anti-inflamatérias. Da mesma maneira, os niveis de expressao
de /I-10 e Tgfb estado elevados com 1 semana, caem com 3 semanas e continuam
mais baixos no adulto (Figura 13C e D). Dessa forma, ndo encontramos uma reagao
ao desmame na 3% semana como ocorre no intestino, mas observamos um balan¢o

regulado entre as citocinas pro- e anti-inflamatérias.

Na tentativa de entender o papel da microbiota no processo, avaliamos os
niveis de expressao das mesmas citocinas em animais isentos de germes. Tnfa, Ifng
e Tgfb apresentaram o mesmo perfil dos animais convencionais, apresentando maior
expressao na 12 semana de vida, redu¢do com 3 semanas e manuteng¢ao de niveis

mais baixos no adulto (Figura 13E, F e H). Ja para //10, a principal citocina envolvida
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na tolerogénese hepatica, observamos uma inversdo, sendo encontrada em niveis
menores com 1 semana, apresentando aumento na 3% semana e depois uma
tendéncia a reducao no adulto. Comparando os animais convencionais com os germ
free (Figura 13I-L), percebemos que os animais germ free apresentam, no inicio da
vida, um desbalango de expressao de citocinas pro- e anti-inflamatérias, o que

poderia representar uma quebra de tolerancia hepatica.

Decidimos, entdo, avaliar como esses animais reagiriam frente a um desafio
bacteriano, desafiando com E. coli os camundongos na 12 e 8% semana de vida
(Figura 14A). O rastreamento digital do movimento das bactérias, obtido por
microscopia intravital, revelou que os camundongos germ free de 1 semana capturam
as bactérias circulantes mais rapidamente que os camundongos convencionais, de
forma que as bactérias percorrem menores distancias nos sinusoides hepaticos,
sendo instantaneamente capturadas pelas KCs (Figura 14B, linha superior). Ja nos
animais adultos, a captura de E. coli pelas KCs ocorre de maneira semelhante nos

animais com ou sem microbiota (Figura 14B, linha inferior).

Esses resultados indicam que os animais com 1 semana de vida apresentam
um ambiente hepatico menos tolerogénico na auséncia de microbiota, o que poderia
interferir com a reatividade do figado a produtos microbianos com potencial
inflamatorio, que o 6rgéo, em condigdes fisioldgicas, deve tolerar. Mais parametros
na sequéncia ao reconhecimento e captura das bactérias, como o recrutamento e
ativacao de outros tipos celulares e a producdo de mediadores inflamatorios, devem
ser avaliados, a fim de determinar o papel da microbiota intestinal no desenvolvimento

das respostas imunologicas frente a infecgao.
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Figura 13. Desbalancgo de citocinas proé- e anti-inflamatérias nos animais germ free na primeira semana de vida. (A-D) Perfil de expressao génica dos
animais convencionais: (A) Tnfa, (B) Ifng, (C) /110 e (D) Tgfb por gPCR. (E-H) Perfil de expressédo génica dos animais germ free: (E) Tnfa, (F) Ifng, (G) ll10 e
(H) Tgfb por qPCR. (I-L) Comparagéo do perfil de expressdo dos animais convencionais e germ free: (I) Tnfa, (J) Ifng, (K) /10 e (L) Tgfb. n = 5/grupo. *
indica significancia estatistica em relagdo ao grupo 1 semana (p<0,05). # indica significancia estatistica em relagdo ao grupo convencional na mesma idade

(p<0,05).
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Figura 14. KCs de animais isentos de germes capturam E.coli mais rapidamente com uma semana de vida. (A) Estratégia experimental da
microscopia intravital. (B) Tracking digital do movimento de E. coli. N = 4/grupo.



5. Discussao

O figado desempenha inumeras fungdes essenciais ao organismo adulto,
sendo de extrema importancia entender seu desenvolvimento e fungdes exercidas ao
longo desse processo. O desenvolvimento hepatico no periodo embrionario tem sido
objeto de estudo de inumeros pesquisadores. Entretanto, as particularidades do
desenvolvimento do 6rgao nos periodos pods-nascimento, que permitem sua transigao
de um orgéo fetal hematopoiético para metabdlico e de vigildncia imune no adulto,
ainda nao sao bem caracterizadas. De fato, grandes mudancgas sdo esperadas nesse
periodo de transigdo para vida extrauterina (Hillman et al., 2012) e o figado deve ser
capaz de se adaptar aos desafios impostos, como mudangas na alimentagdo e
colonizagao do trato gastrointestinal pela microbiota (Chen et al., 2018), o que reflete
na entrada constante no 6rgdo de antigenos microbianos, antigenos alimentares,
moléculas complexas para processamento e compostos xenobidticos. Assim,
buscamos, por meio deste trabalho, caracterizar o figado de camundongos em

diferentes idades pds-nascimento.

Utilizando uma combinagao complexa e nova de abordagens experimentais,
nos demostramos que os figados de recém-nascidos sdo muito diferentes dos figados
de adultos. Essas disparidades podem ser atribuidas a uma arquitetura morfolégica
unica, tanto em camundongos quanto em humanos: enquanto o figado dos adultos &
completamente organizado em corddes de hepatdcitos entremeados por longos
capilares sinusoides, com a maior parte das células imunes no interior dos vasos, o
orgdo em neonatos nao possui uma organizagao lobular clara, apresentando
inumeras ilhas de células imunes no parénquima, ndo sendo possivel identificar com
clareza os corddes de hepatécitos. As alteragdes na arquitetura hepatica que ocorrem
ao longo do desenvolvimento podem ser explicadas, em parte, por eventos
vasculares que ocorrem ao nascimento: a degeneragao dos elementos que
participam da circulacédo fetal — devido a cessagcao da circulacdo placentaria e do
clampeamento do corddo umbilical —, bem como o aumento da circulagcéao portal —
uma vez que o intestino inicia suas fung¢des horas apds o nascimento —, induzem

mudangas significativas no parénquima hepatico (Meyer and Lind, 1966).

Visando caracterizar as populagbes imunes observadas, realizamos uma

imunofenotipagem em alta dimensao utilizando citometria de massa e descrevemos
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de forma inédita a composicdo celular hepatica no desenvolvimento pds-natal.
Observamos que, além de uma completa transicao no perfil celular de mieloide para
linfoide, ha uma sucessao cronoldgica entre a redugao de precursores, células
indefinidas e imaturas e o aumento de linfécitos e células maduras residentes
(macrofagos e dendriticas) durante o desenvolvimento. Apds nosso trabalho, outros
confirmaram essas dindmicas nas populagdes de células imunes e hematopoiéticas,
utilizando analise do transcriptoma de célula unica no figado (Liang et al., 2022; Xu et
al., 2022).

Apesar de alguns trabalhos sugerirem que as fungbes hematopoiéticas do
figado terminam nas fases tardias da gestacdo (Mikkola and Orkin, 2006), outros
propdem que o 6rgédo ainda retém a hematopoiese extra medular até 14 dias pds
nascimento (Wolber et al., 2002). Nossas observag¢des morfoldgicas e os dados de
CyTOF corroboram a ideia de que o figado ainda exibe atividade hematopoiética até
a segunda semana de vida, uma vez que quantidades significativas de células
progenitoras Lin"CD117* foram encontradas. Posteriormente, foi descrito que essas
células hematopoiéticas estdo conectadas a trés principais caminhos de
desenvolvimento celular, podendo originar progenitores granulociticos-monociticos
(GMPs), células da linhagem eritroide e células B (Liang et al., 2022; Xu et al., 2022).
Ainda, exploramos concomitantemente a frequéncia de precursores hematopoiéticos
na medula 6ssea e bago e encontramos uma reducao de tais células ao nascimento.
Assim, o figado ainda retém potencial hematopoiético nos periodos iniciais da vida,
podendo fornecer precursores enquanto outros o6rgéos linfoides ndo assumem

completamente essa fungao.

Além de células precursoras, identificamos nos animais dia 0, populagbes de
células B que exibiram uma baixa expressio de CD45 (CD45'°%) e foram classificadas
como células B imaturas, ja que a expressao desse marcador aumenta durante a
maturacéo de tal tipo celular (Kirberg and Brocker, 1996) — e uma delas expressa
ainda, CD117, um marcador de células precursoras (Rumfelt et al., 2006).
Considerando que a linfopoiese de células B ocorre primariamente no figado fetal e
ao final da gestacgéo (dia embrionario 17.5) (Kawamoto et al., 2000), ndo € de espantar
que essas células ainda estejam presentes ao nascimento. Mais uma vez, esses

resultados foram posteriormente confirmados, sendo a linhagem de células B dividida
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em varios estagios: células pré-B, pré-B pequenas, pré-B grandes e B maduras (Liang
et al., 2022). Do contrario, progenitores da linhagem dos linfocitos T estdo presentes
no figado mais no inicio da gestacao, anteriores aos progenitores de células B,
migrando para o timo aproximadamente no dia embrionario 13, onde completam seu
desenvolvimento (Gale, 1987), o que pode explicar a relativa auséncia de células T

nas fases iniciais apds o nascimento.

Ainda, no dia 0 e especialmente na primeira semana de vida, foram
encontradas células que ndo conseguimos distinguir entre mondcitos e macréfagos,
0 que pensamos se tratar de células em estagio de desenvolvimento. Para
identificacdo correta dessas células, uma analise mais acurada deve ser realizada,
utilizando outros marcadores apropriados para sua distingdo (Krenkel and Tacke,
2017). De maneira interessante, ja foi reportada a presenca de um subtipo unico de
macrofago, que emerge transientemente por volta do dia pdés-natal 7, com perfil de
expressdo que exibe simultaneamente marcadores de macréfagos e células
endoteliais (Liang et al., 2022; Xu et al., 2022). Foi proposto que essas células
provavelmente derivaram de KCs e adquiriram marcadores de células endoteliais,
passando a interagir com LSEC, HSC e células T reguladoras (Treg), promovendo
seu recrutamento e atividade. Se as células indefinidas que identificamos em nosso
CyTOF corresponderiam a esse tipo celular unico ainda € uma questao em aberto,

que necessita de marcadores vasculares para ser respondida.

Corroborando os dados de imunofenotipagem, nossas imagens in situ também
revelaram o perfil mieloide hepatico pdés-nascimento, bem como a presenca de
precursores e células imaturas. A frequéncia elevada de granuldcitos nos neonatos
foi visualizada nos animais LysM-GFP, em que uma grande populacédo de células
arredondadas LysM" foi encontrada, provavelmente neutrofilos (Resnitzky et al.,
1994). Como esse tipo celular, em condi¢bes fisioldgicas, ndo € normalmente
encontrado em numero elevado no figado adulto, hipotetizamos que essas células,
presentes nos periodos iniciais da vida, corresponderiam a neutrofilos em estagio de
desenvolvimento, remanescentes da atividade hematopoiética hepatica. De fato,
sabemos que nao sao células recrutadas ao nascimento, estando também presentes
no figado embrionario (dado ndo publicado). Confirmando essa ideia, foi identificado

que, ao longo do desenvolvimento, as linhagens hepaticas de neutrofilos exibem trés
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estagios principais: neutréfilos imaturos (promielécitos), neutrofilos intermediarios
(mielécitos e metamieldcitos) e neutrofilos maduros, sendo que os dois primeiros

prevalecem nas idades mais novas pos-natal (Liang et al., 2022).

Para visualizar outras populagdes mieloides e confirmar os dados de
imunofenotipagem, utilizamos camundongos CX3CR19"" ~ Como descrito
previamente, o receptor de quimiocinas CX3CR1 €& altamente expresso por
precursores comuns de macrofagos e DCs, incluindo monécitos (Auffray et al., 2009;
Geissmann et al., 2003; Liu et al., 2019), bem como por uma populagao subcapsular
de DCs (David et al., 2016). Ainda, com uso do anticorpo anti-F4/80, conseguimos
visualizar as KCs. Cortes transversais no figado revelaram diferengas na localizagao
das células CX3CR1*, sendo que nos neonatos, elas se distribuem por todo o 6rgao
e nos adultos, sdo encontradas apenas abaixo da capsula e ao redor de grandes
vasos, havendo assim, uma compartimentalizacdo. Quando olhamos em maior
aumento para as por¢des mais profundas do figado encontramos, nos adultos,
majoritariamente células F4/80%, com formato estrelado caracteristico de KCs. Nas
idades mais novas, entretanto, as células positivas apenas para F4/80 ndo séo a
maioria, sendo encontradas também células positivas apenas para CX3CR1, bem
como células duplo positivas para esses marcadores, provavelmente precursores
mieloides em diferenciagdo. De maneira interessante, um trabalho prévio do nosso
grupo demonstrou que apos deplegao total da populagdo de fagdcitos residentes por
lipossomos de clodronato, os precursores que repovoam o figado sao justamente
células com marcagao dupla para CX3CR1 e F4/80 (David et al., 2016). Assim, essas
células, em neonatos, podem pertencer aos clusters de precursores ou de células que
nao conseguimos definir entre macrofagos e mondcitos, que foram observados em

nossa analise de CyTOF.

Sabendo do importante papel das KCs nas fungcbes imunes hepaticas,
especialmente na fagocitose de bactérias dentro dos sinusoides (Balmer et al., 2014),
e visto que nossas analises de imunofenotipagem e de imagem apontaram uma
possivel imaturidade dessas células, buscamos avaliar sua capacidade de capturar
bactérias em tempo real utilizando microscopia intravital. Encontramos que as KCs
em neonatos apresentaram uma captura ineficiente de E. coli comparada as KCs de

adultos, o que pode explicar porque recém-nascidos sao mais susceptiveis a sepse,



particularmente devido a infecgdes por E. coli (Shane et al., 2017). De forma
semelhante, o trabalho anterior do nosso grupo também encontrou uma reduzida
captura de bactérias pelos precursores da medula (células CX3CR1*F4/80%) que déo
origem a novas KCs em situagbes de repovoamento, apds deplecao dessas células
induzida por lipossomos de clodronato (David et al., 2016). No nosso trabalho, além
da captura, as KCs exibiram uma capacidade de eliminagao de bactérias reduzida, ja
que contagens maiores de CFU foram encontradas nos neonatos 24 horas pos-

desafio infeccioso.

Apesar da importancia fundamental das KCs como filtro intravascular, os
mecanismos que regulam a fagocitose e destruicao de patdgenos circulantes nao sao
completamente descritos, uma vez que essas células capturam as bactérias no
interior dos sinusoides hepaticos sob as intensas forgas de tensao do fluxo sanguineo.
Além disso, dependendo da natureza do patdégeno (bactérias gram-positivas ou
negativas), diferentes mecanismos se encontram envolvidos no processo (Llorente
and Schnabl, 2016). De toda forma, para que a fagocitose acontega, o primeiro passo
constitui o reconhecimento do patégeno pelas KCs por meio de receptores de
membrana importantes. A primeira classe de receptores, classificados como
opsonicos, reconhece bactérias opsonizadas tanto por complemento quanto por
anticorpos (Gordon, 2016). Alguns estudos identificaram o papel do receptor de
complemento CRIg na fagocitose de microrganismos cobertos por moléculas do
complemento, bem como no reconhecimento de bactérias gram-positivas através da
ligacéo direta ao acido lipoteicdico da parede (Broadley et al., 2016; Helmy et al.,
2006; Zeng et al., 2016). Outros estudos elucidaram o papel de anticorpos no
processo, 0 que ressalta a importancia de receptores que reconhecem a porcao Fc
nas KCs (Zeng et al., 2018). A outra classe de receptores, denominados néo-
opsodnicos, reconhece dominios conservados dos microrganismos, sendo importantes
para a captura de bactérias livres na circulagéo. Esses receptores de reconhecimento
de padrdes incluem receptores scavanger (Ono et al., 2006), receptores do tipo
lectina-C (Dominguez-Soto et al., 2009) e receptores do tipo Toll, especialmente TLR-
4, que reconhece o LPS das bactérias gram-negativas (Nakamoto and Kanai, 2014).
Alguns desses néo sao receptores de entrada fagocitica, mas sao importantes no
reconhecimento dos patdégenos, atuando sinergicamente com receptores que

medeiam a fagocitose (Gordon, 2016; Llorente and Schnabl, 2016).
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Uma vez que o patdégeno é reconhecido, outras etapas se seguem para
completar o processo de fagocitose. A fixagao do patégeno a membrana plasmatica
através dos receptores € necessaria, mas nao suficiente para a internalizagao
(Gordon, 2016; Swanson, 2008). Assim, apds a ligacado dos receptores aos ligantes,
uma cascata de sinalizagdo intracelular € induzida, ativando o rearranjo do
citoesqueleto de actina e resultando na internalizagéo do patégeno em um fagossomo
nascente. Esse fagossomo passa por uma série de etapas de maturagao para formar
um compartimento cada vez mais acidificado, gerando um ambiente propicio a
degradagao. Por fim, o fagossomo maduro se funde ao lisossomo, formando o
fagolisossomo, que apresenta um ambiente extremamente acido, oxidante e repleto

de enzimas hidroliticas em seu interior (Lee et al., 2020; Surewaard and Kubes, 2017).

No nosso trabalho, para tentar entender os mecanismos envolvidos na
ineficiéncia da resposta de neonatos a infecgao por E. coli, iniciamos um estudo
comparativo entre o perfil de expressao génica das KCs de neonatos e adultos. Nossa
analise revelou que diferentes tipos de receptores envolvidos na deteccao inicial de
patégenos, pertencentes a ambas as classes citadas, se encontram menos expressos
nas KCs de neonatos em comparacao com as de adultos, o que pode resultar em um
menor reconhecimento e captura de bactérias da circulacédo por essas células. Além
disso, as KCs de neonatos também apresentaram menor expressdao de genes
importantes em todas as etapas seguintes do processo de fagocitose, desde a
internalizacao até a maturagdo do fagossomo, fusdo com o lisossomo e destruicao
do microrganismo. Assim, no periodo pos-natal, essas células se encontram imaturas

no que diz respeito a capacidade de eliminagao de patdgenos.

Embasados na predominancia de células imunes no figado de neonatos,
buscamos avaliar quais seriam as consequéncias metabolicas de tal aglomeragao
imunolégica em um érgéao classicamente considerado metabdlico. Assim, realizamos
uma caracterizagdo da expressao génica de proteinas hepaticas que atuam no
processo metabdlico do figado ao longo do desenvolvimento. A dieta neonatal difere
gradualmente da dieta fetal, sendo que a ingestdo de leite e, posteriormente, de
alimentos sodlidos traz maior riqueza nutricional e forgca 0 neonato a assumir o controle
das suas necessidades metabdlicas (Sadava et al., 1992). A composi¢ao nutricional

da dieta nos periodos pré-natal e neonatal € fundamental para o entendimento do
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metabolismo: durante a fase fetal, os nutrientes sdo fornecidos exclusivamente pela
placenta, sendo a glicose a principal fonte de energia (Herrera and Amusquivar,
2000); ja ap6s o nascimento, a gordura fornece cerca de 69% da energia disponivel
do leite, enquanto os carboidratos fornecem 8% e as proteinas, 23% (Angel and Back,
1985), assim, a gordura é o principal combustivel metabdlico durante essa fase
(Pégorier and Girard, 1998). Com o nascimento, a interrupgdo do fornecimento de
glicose pela mae gera um ambiente hipoglicémico e o recém-nascido pode adotar
diferentes estratégias para superar o problema: aumento da produgédo de glicose
através da gliconeogénese e glicogenodlise e aumento da p-oxidagao de lipideos,
gerando acetil-CoA para a sintese de corpos cetbnicos como fonte de energia. Ainda,
espera-se que os niveis de glicdlise e lipogénese caiam durante o periodo de
amamentacao (Madvig and Abraham, 1980; Taylor et al., 1967; Ward Platt and
Deshpande, 2005). Com o desmame natural por volta da terceira semana de vida,
ocorre um aumento progressivo na propor¢do da energia fornecida pelos
carboidratos, em detrimento da gordura — que reduz para menos de 30% da ingestao

caldrica (Palkovic et al., 1976) —, e espera-se que um padrao oposto seja encontrado.

Nossos dados revelaram, entretanto, que a maioria das enzimas analisadas
estdo menos expressa em neonatos, principalmente nos dias 0 e 4 apds o
nascimento, e, portanto, nem todas seguem o padrdo esperado. Dessa forma, o
figado no periodo pds-natal pode estar se adaptando as novas condi¢gdes de vida
extrauterina, necessitando de mais tempo e estimulo para adquirir maturidade
metabdlica. Ainda, como o 6rgdo ainda se encontra em formagao e apresenta
atividade hematopoiética nas fases iniciais apés o nascimento, genes envolvidos no
desenvolvimento, proliferagdo, ciclo e morte celulares, organizagdo tecidual e
morfologia podem estar em maior atividade durante esse periodo (Gunewardena et
al., 2015). De fato, outros estudos reportaram que, apesar de algumas vias
metabdlicas atingirem um pico em neonatos, apresentando um decréscimo mais
tarde, a maioria das vias segue uma tendéncia de crescimento (Gong et al., 2020;
Liang et al., 2022).

Além do metabolismo, a fungdo de depuragcédo hepatica também se mostrou
menos eficiente em neonatos. Tais fungdes hepaticas atrasadas podem estar de

acordo com a relativa redugao na quantidade de hepatdcitos encontrada nas idades
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iniciais. Além disso, 0 atraso na eliminagao de substancias pode estar relacionado a
um sistema de transporte hepatico (transportadores de membrana) imaturo (Balistreri,
1983; Grijalva and Vakili, 2013). Como consequéncia, os efeitos terapéuticos de
drogas podem ser prolongados ou anulados em neonatos, como resultado de uma
eliminagdo ou biotransformagao ineficientes, e que tratamentos ou drogas que
interfiram no metabolismo hepatico podem ter efeitos diferentes em recém-nascidos.
Isso pode, em alguns casos, oferecer resisténcia aumentada, por exemplo, a
predominancia de sulfatagdo em relagdo a glicuronidacdo é protetora contra a

toxicidade do acetaminofeno (Pineiro-Carrero and Pineiro, 2004).

Como observado que a maioria dos genes metabdlicos apresenta uma
elevacdo no padrdo de expressido por volta da terceira semana de vida, o que
corresponde ao periodo de desmame, buscamos entender o impacto do desmame
no desenvolvimento tanto imune quanto metabdlico do figado. Assim, desmamamos
prematuramente os animais, uma semana antes do periodo normal. A separacao
repentina e ndo natural da mae significa uma mudancga abrupta de um leite materno
rico em gorduras para uma dieta padrdo de laboratério rica em carboidratos.
Encontramos que o desmame prematuro causa alteragdes a curto e longo prazo no
metabolismo hepatico, causando um aumento da expressao da maioria dos genes
analisados, que se estendeu até a vida adulta. De fato, ha muito ja foi descrito que o
desmame prematuro, em ratos, promove um aumento da atividade de enzimas
hepaticas que participam da utilizagao de glicose (Vernon and Walker, 1968), bem
como de enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos (Palkovic et al., 1976).
Dessa forma, um insulto nutricional nas fases iniciais da vida, quando o figado ainda
esta em processo de maturacao, resulta em adaptagdes metabdlicas, que podem
alterar a maneira com a qual o organismo responde a estimulos de dietas
posteriormente (Angel and Back, 1985). Como o periodo de desmame esta dentro de
uma janela critica de desenvolvimento, alteragdes nutricionais podem induzir
mudancas permanentes no metabolismo — por exemplo, por meio de mecanismos
epigenéticos —, 0 que pode levar a doengas ou desordens metabdlicas no futuro
(Souza et al., 2020). Entretanto, nesse trabalho, n&do descrevemos qual o fendtipo

funcional desse aumento de expressao génica nos animais.
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Além disso, o desmame prematuro trouxe consequéncias imunologicas, com
os animais desmamados precocemente apresentando uma reduzida capacidade de
lidar com infecgbes, especialmente no figado, onde contagens maiores de CFU foram
encontradas. Apesar de bem estabelecido que a amamentagao protege contra
infec¢des (Duijts et al., 2010; Palmeira and Carneiro-Sampaio, 2016; Victora, 1996),
o impacto do desmame prematuro na imunologia hepatica, em um periodo em que o
orgao esta em transigéo para um 6rgao metabdlico e de defesa imune, nao esta claro.
O leite materno, além dos aspectos nutricionais, contém varias proteinas com
atividade antimicrobiana, como imunoglobulinas (especialmente IgA e, em menor
propor¢cao, 1gG), componentes do complemento, lisozima, lactoferrina,
lactoperoxidase, entre outras, que contribuem na defesa do recém-nascido contra
infecgbes. Além disso, algumas proteinas e peptideos possuem atividade
imunomodulatéria (citocinas), enquanto outras (fatores de crescimento) estédo
envolvidas no desenvolvimento apropriado dos 6rgdos, bem como na maturagéo
adequada do sistema imune (Lonnerdal, 2003; Palmeira and Carneiro-Sampaio,
2016). Considerando todos esses beneficios do leite, fica claro que a interrupgéo
prévia da amamentagao pode acarretar em prejuizos imunolégicos em diferentes

orgaos, incluindo o figado.

Ainda, as praticas alimentares no inicio da vida sdo uma das maiores
contribuintes para o desenvolvimento da microbiota intestinal do neonato, sendo que
grande parte dos microrganismos se originam durante o periodo de lactagcéo, devido
tanto aos efeitos prebidticos do leite materno quanto ao microbioma contido nele
(Almeida et al., 2022; Cacho and Lawrence, 2017). O leite materno contém 102-10*
bactérias viaveis por ml, podendo afetar diretamente o estabelecimento da microbiota
neonatal — por exemplo, Lactobacillus e Streptococcus, ambos encontrados até a
segunda semana de vida em nosso trabalho, sédo transferidos através da
amamentacao (Fernandez et al., 2013). Durante o periodo de desmame, a introdugao
dos alimentos solidos leva a uma nova fase no desenvolvimento da microbiota,
caracterizada por um grande aumento em numero e diversidade de bactérias, que
passam a se assemelhar a composi¢do encontrada no adulto (Al Nabhani et al.,
2019). De fato, nossos dados de sequenciamento revelaram um salto na diversidade
da microbiota nesse periodo da vida. Ja foi descrito que essa microbiota em expansao

induz, no intestino, uma reatividade imunoldgica vigorosa, nomeada “reagdo ao
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desmame”, que deve ocorrer em uma janela de tempo especifica e que é necessaria
para o desenvolvimento adequado do sistema imune nesse 6rgédo. Inibicdo dessa
reacdo causa um imprinting patolégico e aumento da susceptibilidade a colite,
inflamagéao alérgica e cancer, nos animais adultos (Al Nabhani et al., 2019; Al Nabhani
and Eberl, 2020). Também foi demonstrado que existe um intervalo critico nesse
periodo de desmame em que os antigenos provenientes da microbiota intestinal sao
encontrados pelo sistema imune, induzindo tolerédncia as bactérias intestinais —
modificagdes nesse periodo promovem uma falha na indugcdo de tolerancia e

respostas robustas a essas bactérias em um cenario inflamatério (Knoop et al., 2017).

Sabendo da importancia desse periodo de transicdo alimentar para a
colonizagdo do trato gastrointestinal por microrganismos, o efeito do desmame
prematuro na composigcado da microbiota foi alvo de investigagao pelo nosso grupo —
um tema, em camundongos, muito pouco explorado na literatura. Em humanos,
muitos estudos tém comparado as diferencas na microbiota intestinal entre bebés que
consomem leite materno e férmula (Backhed et al., 2015). Associar esses trabalhos
com nossos dados é uma tarefa complicada, uma vez que o desmame prematuro, em
humanos, passa, geralmente, por um periodo de alimentagdo que simula o leite, e,
s6 depois, ha introdugéo de alimentos solidos. No nosso caso, além da janela de
tempo para intervengao ser muito curta, ha a substituicdo imediata de leite por uma
dieta sélida, com composi¢cao nutricional completamente diferente. Assim, a
disponibilidade de substratos muda drasticamente, o que promove uma adaptagéo da
microbiota as novas fontes de energia disponiveis (Tremaroli and Backhed, 2012).
Em um primeiro momento, o desmame prematuro aumentou a diversidade da
microbiota, assim como acontece em bebés que consomem formula (Thompson et
al., 2015), porém, nos adultos, encontramos uma diversidade reduzida. Mesmo com
uma janela de tempo pequena, o adiantamento do desmame em uma semana ja foi
suficiente para causar modificagbes na microbiota que persistiram até a vida adulta.
De fato, quantidades relativamente pequenas de suplementacdo com férmula,
apenas durante os primeiros dias de vida, em bebés que estdo amamentando ja
induzem modificagdes na composi¢cdo dos microrganismos intestinais (Forbes et al.,
2018).
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Essas perturbagdes da microbiota nos periodos iniciais da vida — causadas,
por exemplo, por um desmame prematuro ou uso de antibiéticos — levam a
perturbac¢des no desenvolvimento imunoldgico e metabdlico do organismo e, como
consequéncia, resultam, posteriormente, em desregulagdes das respostas imunes
(Arrieta et al., 2014; Brodin, 2022; Gollwitzer and Marsland, 2015; Tamburini et al.,
2016), bem como em disturbios metabdlicos (Cho et al., 2012; Cox et al., 2014). Em
nosso trabalho, encontramos que o desmame prematuro causou alteragdes na
expressao de enzimas metabdlicas a curto e longo prazo, além de consequéncias
imunoldgicas. Ainda, observamos mudangas na composi¢ao da microbiota desses
animais, que se estenderam até os animais adultos. Nado podemos, com esses dados,
fazer uma correlagéo casual, sendo necessario mais estudos para tentar estabelecer

melhor essas relagoes.

Entretanto, esta cada vez mais clara a associacédo entre a microbiota intestinal
e o metabolismo do hospedeiro. Metabdlitos produzidos pelos microrganismos tém
potencial de transitar e alcangar diferentes 6rgédos, atuando como moléculas
sinalizadoras e substratos para reagdes metabdlicas — no figado, os SCFA acetato e
propionato, por exemplo, sao substratos para gliconeogénese e lipogénese
(Krautkramer et al., 2021; Tremaroli and Backhed, 2012). Um estudo descreveu que
bactérias do género Bacteroides — que, no nosso trabalho, apresentou grande
reducao nos animais desmamados prematuramente — sintetizam metabdlitos do tipo
esfingolipidios, que chegam até o figado e influenciam o metabolismo de acidos
graxos, melhorando a esteatose hepatica em animais submetidos a dieta rica em
sacarose (Le et al., 2022). Outro estudo demonstrou que um componente do leite
materno, a betaina, estaria modulando, em neonatos, a abundéancia de Akkermansia,
0 que resulta em uma melhora na saude metabdlica a longo prazo (Ribo et al., 2021).
Em nosso trabalho, membros de Akkermansiacea foram encontrados em nossos
grupos do desmame normal de 3 e 4 semanas. Nesse mesmo periodo, observamos,
nos animais desmamados prematuramente, um aumento de Lachnospiraceae e, nos
animais do desmame normal, um aumento de Erysipelotrichaceae. Ja foi descrito que
apoés tratamento com antibidticos no periodo pré-desmame, animais recolonizados
por Lachnospiraceae apresentavam uma disfungdo metabdlica mais tarde na vida, o
que nao acontecia com animais recolonizados por Erysipelotrichaceae (Lynn et al.,

2021). Se as alteragdes metabdlicas que encontramos tém relagdo com as mudancas
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na composigao dos microrganismos intestinais e se isso acarretaria em disturbios

metabdlicos ainda é algo a ser determinado.

Além de influenciar o metabolismo, a colonizacdo pela microbiota € um dos
principais eventos responsaveis pela modulacdo da imunidade do organismo nas
fases iniciais da vida (Gensollen et al., 2016; Kelly et al., 2007; Spreckels and
Zhernakova, 2021). Uma vez que o animal deixa o ambiente estéril uterino, o sistema
imunolégico ndo esta totalmente maduro e, portanto, as células imunoldgicas s&o
educadas de acordo com estimulos ambientais. Assim, os eventos que ocorrem
durante essa “janela de oportunidade neonatal” podem fortemente influenciar a
maturagéo imunoldgica e tecidual, com consequéncias duradouras (Gollwitzer et al.,
2014; Olszak et al., 2012). Muito se tem explorado a influéncia da microbiota intestinal
nos processos imunes do intestino (Round and Mazmanian, 2009), bem como na
morfogénese e maturacéo pds-natal do trato gastrointestinal (Sommer and Backhed,
2013). Além disso, efeitos sistémicos, em 6rgaos distantes, estdo ganhando cada vez
mais atencao (Grigg and Sonnenberg, 2017; Mazmanian et al., 2005; Thion et al.,
2018).

Considerando a intima comunicagéo entre o figado e o intestino, fica cada vez
mais evidente que a microbiota intestinal desempenha um papel importante na
modulacéo das respostas imunes hepaticas (Adolph et al., 2018; Tripathi et al., 2018).
Foi demonstrado que a microbiota influencia diretamente a captura e eliminagéao de
Staphylococcus aureus da circulagao pelas KCs em adultos (McDonald et al., 2020).
O envolvimento da microbiota em inumeras doengas hepaticas também foi bastante
explorado (Hartmann et al., 2019; Sarin et al., 2019). Entretanto, poucos trabalhos
elucidam seus efeitos durante o desenvolvimento hepatico pds-natal. Para os
linfécitos, foi descrito que a microbiota mantém a homeostase de uma populacéo de
células Tyd residentes no figado, sustentando sua ativagdo, sobrevivéncia e
proliferagao (Li et al., 2017). Outro estudo encontrou que bactérias comensais sao
responsaveis por uma polarizagao espacial das células imunes hepaticas, que ocorre
no periodo do desmame e que, comparado a uma distribuicdo uniforme, € mais
eficiente em proteger contra uma disseminagao bacteriana sistémica (Gola et al.,
2021).
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Buscamos, entdo, por meio do uso de animais isentos de germes, entender
como a microbiota influencia alguns parametros imunoldgicos hepaticos. Nao
encontramos, nos animais convencionais, uma reagao ao desmame como descrito
para o intestino, mas sim um balango bem regulado entre citocinas pré e anti-
inflamatérias — com niveis mais elevados no inicio da vida e mais baixos no adulto.
Os animais germ free, por outro lado, apresentaram um desbalango na primeira
semana apos o0 nascimento, com niveis menores de IL-10, o que pode indicar uma
quebra de tolerancia. De fato, a microbiota é importante na modulacdo da
tolerogénese, o que evita uma exacerbacdo das respostas imunologicas contra
antigenos derivados tanto da alimentacdo quanto de microrganismos comensais (Kim
et al., 2018). A exposicao constante a niveis baixos de componentes bacterianos,
como LPS presente em bactérias gram-negativas — que em nosso trabalho ja foram
encontradas com uma semana de vida —, induz a produg¢ao de moléculas regulatorias
como IL-10 e TGF-p por diferentes tipos celulares, resultando em uma supressao das
respostas imunes inatas e adaptativas (Thomson and Knolle, 2010). Esses animais
germ free de uma semana de vida, quando desafiados com E. coli, apresentaram uma
captura mais rapida das bactérias do que animais convencionais. Dessa forma, o
microambiente hepatico — mais ou menos tolerogénico — estaria influenciando o
estado de ativacdo das KCs, interferindo inclusive com a capacidade fagocitica.
Alguns trabalhos ja mostraram o potencial da IL-10 em inibir respostas a diferentes
microrganismos (Fleming et al., 1999; Lee et al., 2011; Redford et al., 2011). Mais
estudos sdo necessarios para entender a sequéncia da resposta imune nesses
animais, que envolve, além da captura, a destruicdo das bactérias, a produgéao de
citocinas em resposta a infecgédo e a ativagao de outros tipos celulares. Ainda, seria
interessante investigar se a quebra da tolerancia hepatica nessa fase acarretaria em
um imprinting patolégico, que poderia influenciar processos inflamatoérios no futuro,
uma vez que, exatamente durante esse periodo pdés-nascimento, ocorre um acumulo
de células T regulatérias no figado, o que € essencial para a tolerogénese e
maturacédo do 6rgao (Li et al., 2020). Além disso, outros parametros imunoldgicos
precisam ser analisados para entender o papel da microbiota no desenvolvimento

imune hepatico.
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6. Conclusoes

Em conclusdo, nossos dados fornecem um novo panorama do
desenvolvimento imunolégico e metabdlico hepatico. O figado em neonatos é um
orgao diferente do encontrado em adultos, exercendo, inclusive, algumas fungdes
distintas. Enquanto em adultos o figado atua como um 6rgédo metabdlico e de
vigilancia imunoldgica, em neonatos, pode funcionar principalmente como um
reservatorio de células em diferentes estagios de desenvolvimento e pluripoténcia,
sendo um 6rgdo central para a maturagdo imune nos primeiros momentos da vida. E
de extrema importancia entender as etapas do desenvolvimento hepatico pos-
nascimento, uma vez que estratégias de estudo de fungao e terapias que visam lidar
com respostas inflamatorias hepaticas podem ter implicagbes completamente
diferentes em neonatos. Ainda, determinar os fatores que guiam ou influenciam tal
desenvolvimento torna-se essencial, para entender o impacto que doengas e
estratégias alimentares em neonatos tém a longo prazo nos sistemas imunolégico e

metabdlico em adultos.
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Anticorpo | Isotopo Clone
Ly6eC 151Eu HK1.4
CD172a | 153Eu P82
CD103 154Sm 2,00E+07
CD24 156Gd M1/69
TCRgd 165Ho0 GL3
F4-80 175Lu BM8
IL-7R 148Nd A7R34
CD3 152Sm 145-2C11
CD25 167Er 3C7
CD115 142Nd AFS98
CD5 144Nd 53-7.3
CD4 145Nd RM4-5
CD19 149Sm 6D5
NK1.1 155Gd PK136
Ly6G 158Gd 1A8

Anticorpo | Isotopo Clone
CD41 159Tb MWReg30
Sca-1 160Gd E13-161.7
CD8a 164Dy 53-6.7

CD117 168Er 2B8
CD11b 169Tm M1/70
Siglec-F 170Er E50-2440
CD197 172Yb 4B12
MHC-II 174Yb | M5/114.15.2
CD26 161Dy BA5b
CD11c 146Nd N418
CD135 162Dy A2F10
XCR1 163Dy -
CD209 171Yb -

Cleac9-a | 173Yb -

CD45 141Pr 30-F11
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Apéndice B: primers utilizados no trabalho

F: TAACTTCCTCACTCGAAGCCA
Acox 1 R: AGTTCCATGACCCATCTCTGTC
F: GGCACGTATGGCAGCAAGAT
Apoar R: CCAAGGAGGAGGATTCAAACTG
F: CTGACAGGATGCCTAGCCG
Apoe R: CGCAGGTAATCCCAGAAGC
F: CTTCCCTCATCCTCCTGCTAC
Alp R: ACAAACTGGGTAAAGGTGATGG
F: TGCTTTTTCCAGGGGTGTGTT
Alb R: TTACTTCCTGCACTAATTTGGCA
F: CTCCGCCTGAGCCATGAAG
Cptia R: CACCAGTGATGATGCCATTCT
F: CCTCTGGACAAGGGTTTTGTG
Cyp8b1 R: GCACCGTGAAGACATCCCC
F: TTCTCACGCGGGTTAAAAATGG
Elovi3 R: GAGCAACAGATAGACGACCAC
F: ATGAACTTCTCCGGCAAGTACC
Fabp1 R: CTGACACCCCCTTGATGTCC
F: TGAAAGAGCTAGGAGTAGGACTG
Fabps R: CTCTCGGTTTTGACCGTGATG
F: GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT
Fasn R: TGGGTAATCCATAGAGCCCAG
F: CACCGCGATCAAAGCCATCT
Fbp1 R: AGGTAGCGTAGGACGACTTCA
F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
Gapdh R: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
F: ATGCCACCATACACCATTGTC
Gstp1 R: GGGAGCTGCCCATACAGAC
F- ACCAAGGCCAAAACGACAG
Gys2 R: GGGCTCACATTGTTCTACTTGA
F: CGGAATGGGGAGCCTTTGG
Hiki R: GCCTTCCTTATCCGTTTCAATGG
F: GGGAGCTGCGTGTCTTTGA
Hsd3b7
R: GTGGATGGTCTTTGGACTGGC




Lrp10
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F: GGATCACTTTCCCACGTTCTG

R: GAGTGCAGGATTAAATGCTCTGA

Lpl

F: GGGAGTTTGGCTCCAGAGTTT

R: TGTGTCTTCAGGGGTCCTTAG

Pck1

F: CTGCATAACGGTCTGGACTTC

R: CAGCAACTGCCCGTACTCC

Pkl

F: GGAGGCGAGAACATCAAGCC

R: CGGCCTTCCCTCGTAGTGA

Pkir

F: TCAAGGCAGGGATGAACATTG

R: CACGGGTCTGTAGCTGAGTG

Plin2

F: GACCTTGTGTCCTCCGCTTAT

R: CAACCGCAATTTGTGGCTC

Pygl

F: GAGAAGCGACGGCAGATCAG

R: CTTGACCAGAGTGAAGTGCAG

Slc27a5

F: CTACGCTGGCTGCATATAGATG

R: CCACAAAGGTCTCTGGAGGAT

Ugtta1

F: GCTTCTTCCGTACCTTCTGTTG

R: GCTGCTGAATAACTCCAAGCAT

1110

F: CTTACTGACTGGCATGAGGATCA

R: GCAGCTCTAGGAGCATGTGG

Tagfb

F:CTCCCGTGG CTTCTAGTGC

R: GCC TTAGTT TGG ACAGGATCT G

Ifng

F: GCCACGGCACAGTCATTGA

R: TGCTGATGGCCTGATTGTCTT

Tnfa

F: CAGGCGGTGCCTATGTCTC

R: CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG

515F

TATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

806R

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTCAGCCAGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT

R2seq

AGTCAGCCAGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
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