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Resumo

O figado exerce um importante papel na homeostase sistémica por estar envolvido na
eliminacdo de micro-organismos da corrente sanguinea. Isso é feito especialmente pela
captura continua de bactérias pelos macrofagos residentes hepéticos (células de Kupffer -
KCs). Neste contexto, bactérias que escapam do sistema gastrointestinal, bem como as que
sdo disseminadas pela corrente sanguinea durante as infeccdes sistémicas, sdo normalmente
impedidas de colonizarem o organismo. De fato, doengas hepaticas podem predispor o
paciente a disseminagdes sistémicas de infec¢Oes advindas de diferentes partes do corpo.
Apesar disso, os mecanismos envolvidos na captura e eliminacdo bacteriana pelo sistema
fagocitico hepatico, e a cronologia da maturacdo da resposta imunoldgica durante o
desenvolvimento pés-natal sdo relativamente conhecidos. O objetivo desse trabalho foi
caracterizar - utilizando uma combinacdo entre imagem in vivo, citometria de fluxo e analise
génica - a dindmica do clearance sistémico bacteriano durante as diferentes fases do
desenvolvimento murino, bem como os mecanismos celulares utilizados pelas células de
Kupffer na captura e eliminacdo de bactérias durante este periodo. Nossos resultados
demonstraram um acumulo hepéatico bacteriano ap6s uma dose Unica endovenosa de
Escherichia coli, que se estabelece rapidamente apds inoculacdo (10-20 segundos). A maioria
das E. coli visualizadas no figado estavam em contado intimo com KCs. A eliminacéo eficaz
de bactérias do figado e do sangue foi correlacionada a uma resisténcia a infeccdo, com
elevadas taxas de sobrevivéncia em camundongos adultos. Entretanto, animais recém-
nascidos apresentaram uma reduzida taxa de captura de bactérias circulantes, culminando em
elevadas contagens de bactérias vidveis no figado e aumento da mortalidade pds-infeccdo. O
imageamento por microscopia intravital confocal revelou que KCs de neonatos (até 1 semana
pOs-nascimento) possuem uma capacidade reduzida de captura de bactérias circulantes, que
pode ser explicada pela baixa expressdo de genes envolvidos com a fagocitose bacteriana.
Ainda, camundongos recém-nascidos apresentaram uma menor taxa de ativacdo génica pés
infeccdo em relacdo a adultos. Porém, animais com 1 semana de vida j& apresentaram taxas
similares a adultos tanto de captura quanto de eliminagdo bacteriana, sugerindo que embora
inicialmente deficiente, a resposta imunoldgica a bactérias rapidamente se estabelece em
neonatos. Em conjunto, nossos dados fornecem um novo panorama acerca da inter-relacéo

bactéria’hospedeiro em diferentes fases do desenvolvimento, sugerindo que uma relativa
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imaturidade imune hepética pds-natal pode explicar a elevada mortalidade durante a infecdes

bacterianas em recém-nascidos.
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Abstract

The liver plays an importance role in systemic homeostasis because it is involved in
the elimination of microorganisms from the bloodstream. This is done especially by the
continuous capture of bacteria by resident liver macrophages (Kupffer cells - KCs). In this
context, bacteria that escape from the gastrointestinal system, as well as those that are
disseminated through the bloodstream during systemic infections, are usually prevented from
colonizing. In fact, liver diseases may predispose the patient to systemic spread of infections
from different parts of the body. Nevertheless, the mechanisms involved in bacterial capture
and elimination by the hepatic phagocytic system, and the chronology of maturation of the
immune response during postnatal development are not relatively well known. The aim of this
work was to characterize - using a combination of in vivo imaging, flow cytometry and gene
analysis - the dynamics of bacterial systemic clearance during the different stages of murine
development, as well as the cellular mechanisms used by Kupffer cells in capturing and
eliminating of bacteria during this period. Our results demonstrated bacterial accumulation in
the liver, following a single intravenous dose of Escherichia coli, which settles rapidly after
inoculation (10-20 seconds). The majority of E. coli visualized in the liver were in intimate
contact with KCs. Moreover, the effective elimination of liver and blood bacteria was
correlated with a resistance to infection with high survival rates in adult mice. However,
newborns had a low rate of capture of circulating bacteria, culminating in high counts of
viable bacteria in the liver and increased post-infection mortality. Imaging by confocal
intravital microscopy has revealed that KCs of neonates (up to 1 week post-birth) have a
reduced capacity for capturing circulating bacteria, which can be explained by the reduced
expression of genes involved in phagocytosis and bacterial death. Still, newborns had a lower
rate of post-infection gene activation in relation to adults. Although it could be observed that
animals at 1 week old had similar rates to adults for both capture and bacterial elimination,
suggesting that despite initially deficient, the immune response to bacteria rapidly establishes
in neonates. Taken together, our data provide a new picture of the bacterial / host

interrelationship at different stages of development, suggesting that a relative postnatal

hepatic immaturity may explain the high mortality during bacterial infections in newborns.
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1. Introducéao

1.1 — Infeccdes sistémicas e a susceptibilidade de neonatos

A sepse é um problema de satde publica que leva milhdes de pessoas a 6bito ao redor
do mundo e que permanece sem solugédo eficaz (Mayr et al., 2014). Durante uma infecgéo
generalizada micro-organismos sdo difundidos por todos os 6rgdos pela corrente sanguinea
levando a sobrecarga dos sistemas e potencialmente a lesdes teciduais. 1sso ocorre devido a
liberacdo exacerbada de mediadores pro-inflamatérios, que leva a disfuncdo e faléncia de
6rgdos, além da reducdo na circulacdo hemodinamica, podendo levar a morte (Adkins et al.,
2004; Strnad et al., 2017; Wu et al., 2018).

Segundo o ILAS (Instituto Latino Americano de Sepse), na Declaracdo Mundial da
Sepse redigida pela GSA (Global Sepsis Alliance), entre 20 e 30 milhdes de pessoas em todo
0 mundo sdo acometidos por esta condicdo infecciosa. As perspectivas sdo alarmantes:
observa-se 0 aumento drastico das taxas anuais entre 8-13%, sendo que as taxas de
mortalidade hospitalares séo altas, entre 30 e 60%. Os casos mais frequentes sdo em criancas,
idosos e pacientes imunossuprimidos, mas a doenca pode afetar qualquer faixa etaria
(Fleischmann et al., 2016).

Levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) entre os anos
2000 e 2015 indica que entre as 6 milhGes de pessoas que vao a 6bito devido ao quadro de
sepse, 1 milhdo sdo neonatos (quatro primeiras semanas de vida) (Zaidi et al., 2011). Até os
primeiros 27 dias de vida, a sepse € a terceira maior causa de letalidade entre este grupo,
ficando atrds apenas dos nascimentos prematuros e de complicacdes durante o parto. Essa
taxa de letalidade varia de 5 a 60%, mesmo nos individuos que sdo submetidos a tratamento

com antimicrobianos (Panigrahi et al., 2017; Aku et al., 2018).

A alta susceptibilidade neonatal a infec¢bes, em seres humanos, pode estar relacionada
a incapacidade do sistema imune inato, uma vez que durante os primeiros anos de vida, é ele o
responsavel por auxiliar na manutencdo da homeostase do individuo, atuando na defesa contra
patdgenos (Mayr et al., 2014; Tacke e Zimmermann, 2014). E essa capacidade inicial esta

associada ao grau de maturidade das células imunes (Beattie et al., 2016). Neonatos nédo
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possuem sistema imune totalmente desenvolvido dependendo, nos primeiros dias de vida, de

uma resposta imune inata (Mayr et al., 2014).

Levantamento realizado nos Estados Unidos, pelo Instituto Nacional de Saude e
Desenvolvimento Infantil (NICHD) demonstrou que a bactéria Escherichia coli (E.coli) esta
entre 0s micro-organismos comumente envolvidos em quadros de sepse neonatal em seres
humanos, assim como Streptococcus do grupo B (Stoll et al., 2011; Aku et al., 2018). Outro
estudo realizado no Reino Unido indica que E.coli € a quarta espécie bacteriana mais
frequentemente encontrada em casos de sepse (Balmer et al., 2014), e esta entre os grupos de
micro-organismos que mais afetam neonatos que nasceram de parto pré-termo (Aku et al.,

2018) podendo leva-los a 6bito por meningite (E.coli sorotipo k1) (Prosser et al., 2013).

Presente na microbiota gastrointestinal tanto de seres humanos como de camundongos,
a E.coli ja foi detectada no intestino de neonatos de camundongos horas apds o nascimento
(Tacke e Zimmermann, 2014). Quando em homeostase com o hospedeiro, ndo causa nenhum
dano, uma vez que a exposicdo é frequente. Porém, durante uma dishiose, ou perda da
homeostase, podem ocorrer quadros patolégicos que podem ser desde uma simples diarreia
até infeccdes generalizadas (Trung et al., 2016).

1.2 — O figado

O figado, segundo maior 6rgdo e a maior glandula do corpo humano, é responsavel
por inimeras fung¢bes no organismo como, por exemplo, detoxificacdo, funcdes metabdlicas,
funcBes enddcrinas e exdcrinas, sendo essas funcdes exercidas pelos hepatdcitos, unidades
estruturais que formam o parénquima hepatico (Fausto e Campbell, 2003; Vollmar e Menger,
2009). O figado é responsavel ainda por auxiliar na manutencdo da homeostase do organismo
pelo seu papel imunoldgico. E um 6rgdo importante e um componente critico na defesa contra
infeccdo por via sanguinea (Balmer et al., 2014; Yan e Li, 2014; Strnad et al., 2017; Wu et al.,
2018), devida a sua localizacdo anatdmica, organizacdo estrutural e composicdo celular
(Racanelli e Rehermann, 2006; Macpherson et al., 2016). Em um quadro infeccioso,
aproximadamente 60% das bactérias presentes na circulagdo sanguinea ficam retidas no
figado (Yan e Li, 2014).
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O figado esta estrategicamente localizado na cavidade abdominal sendo um 6rgéo
altamente vascularizado. Recebe influxo sanguineo direto do coracdo pela artéria hepatica e
sangue drenado de 6rgdos como intestino, baco e pancreas pela veia porta, responsavel por
irrigar este 6rgdo com a maior quantidade de sangue — entre 75 e 80% do volume total
(Vollmar e Menger, 2009). O sangue circula pelos sinusoides hepéaticos (formado por corddes
de hepatdcitos paralelos) que recebem 30% do volume total de sangue por minuto (Tarasenko
e Mcguire, 2017). Essa estrutura forma uma barreira muito importante para os demais 6rgaos,
funcionando como uma rede protetora (Llorente e Schnabl, 2016; Strnad et al., 2017). E
descrito que o figado esta envolvido em uma resposta mais imediata (Akamatsu et al., 2003;
Broadley et al., 2016), capturando tanto bactérias opsonizadas como bactérias "livres" por
meio de receptores denominados Scavanger receptors - SR (Yan e Li, 2014; Broadley et al.,

2016) expressos pelas KCs.

Entre as células imunes residentes no figado estdo as Células de Kupffer (macrofagos),
linfocitos T, células natural killer (NK) e natural killer T (NKT) (Lee et al., 2010; Strnad et
al., 2017). Essas células localizam-se nos sinusoides hepaticos, o0 que favorece o seu contato
com particulas dispersas na circulacdo. (Szabo et al., 2010; Jenne e Kubes, 2013). Essas
Possuem capacidade de detectar metabolitos microbianos que podem levar a um desequilibrio
hepético favorecendo o aparecimento de doencas no figado como, por exemplo, fibrose e
cancer (Macpherson et al., 2016).

Além disso, em alguns casos de disbiose ou em processos que levem a ruptura da
barreira epitelial intestinal, micro-organismos podem alcancar a corrente sanguinea devida a
translocacdo de bactérias ou componentes bacterianos (e.g. LPS — Lipopolissacarideos
presentes na membrana externa de bactérias Gram-negativa) (Szabo et al., 2010; Jenne e
Kubes, 2013) da regido intestinal para o figado pela da veia porta (Krenkel e Tacke, 2017;
Nakagaki et al., 2018). Pode ocorrer também em casos mais graves como, por exemplo, nos
guadros de bacteremia e sepse. Alguns estudos demonstraram que o nimero de casos de sepse
tem aumentado em pessoas com doencas relacionadas ao figado (Balmer et al., 2014; Mayr et
al., 2014; Yan e Li, 2014; Broadley et al., 2016; Strnad et al., 2017; Wu et al., 2018). Este
dado demonstra a importancia que esse 6rgdo possui na homeostase sistémica, como 0rgéo

envolvido na captura e eliminagdo dos micro-organismos da corrente sanguinea.
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1.3 — As células de Kupffer

As células de Kupffer (KCs), sdo consideradas macrdéfagos profissionais capazes de
realizar o clearance bacteriano sisttmico com grande eficiéncia pela expressao de receptores
que permitem o reconhecimento e a capturar micro-organismos circulantes nos sinusoides,
devolvendo a esterilidade original do sangue (Broadley et al., 2016; Krenkel e Tacke, 2017;
Strnad et al., 2017) . Além disso, realiza inUmeras funcBes essenciais ao organismo como
secrecdo de quimiocinas necessarias no processo pro-inflamatério(Racanelli e Rehermann,
2006). As KCs representam entre 80-90% de todos os macrdfagos teciduais existentes no
corpo (Srivastava e Gimson, 2013), (Tarasenko e Mcguire, 2017). A localizacdo das KCs no
limen dos sinusoides favorece o contato com 0s micro-organismos que por ventura estejam
circulando no sangue (Macpherson et al., 2016), além de serem capazes de interagir com
células imunes circulantes , como, por exemplo linfécitos T e células Natural Killer (NK)
(Krenkel e Tacke, 2017).

Apesar disso, poucos detalnes do mecanismo utilizado pelas KCs durante o
reconhecimento, captura e fagocitose bacteriana sdo conhecidos (Llorente e Schnabl, 2016).
Sabe-se que elas sdo capazes de perceber alteracBes relacionadas com a presenca de micro-
organismos, uma vez que expressam receptores denominados PRRs -— receptores de
reconhecimentos de padrdes, que reconhecem MAMPs- padrdes moleculares associados a
micro-organismos, como, por exemplo, o LPS. Esses MAMPS sdo estruturas moleculares
conservadas nos micro-organismos que sao identificadas por receptores existentes nas células
imunes (Thaiss et al., 2016). Ao ocorrer a associacdo entre MAMPs e PRRs presentes nas
células imunes, ha a ativacdo de uma sinalizacdo intracelular, como por exemplo, a ativacao
de inflamassomas, que culminam com a liberacdo de interleucinas como IL 1p e IL 18
necessarias a ativagdo de mecanismos celulares que auxiliam na elimina¢do de micro-
organismos (Macpherson et al., 2016; Thaiss et al., 2016; Krenkel e Tacke, 2017; Torow e
Hornef, 2017).

A importéncia das KCs, quanto ao seu papel imunologico, no que concerne ao
clearance bacteriano fica evidenciada em experimentos que demonstram que, ao Sserem
depletadas (Akamatsu et al., 2003; Vollmar e Menger, 2009), ha um aumento consideravel de

bactérias na circulagdo (Ebe et al., 1999; Lee et al., 2010). Devido a essa importancia crucial
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na manutengdo da homeostase, as KCs devem ser profundamente estudadas visando a
compreensdo dos mecanismos de atuacdo durante as respostas contra infec¢@es, podendo ser

alvo de novas possibilidades terapéuticas (Tacke e Zimmermann, 2014; Beattie et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Observada a importancia que o figado possui ha manutencdo da homeostase corporal,
pela sua atuagdo como Orgdo imunoldgico e, tendo em vista os dados clinicos que
demonstram uma alta susceptibilidade de neonatos humanos a infec¢des , nosso objetivo foi
entender como ocorre o clearance bacteriano da circulacdo sistémica durante as diferentes
fases do desenvolvimento murino, bem como os mecanismos celulares utilizados pelas células
de Kupffer, na captura e eliminagdo de bactérias. Entender a capacidade fagocitica durante o
desenvolvimento pds-natal é de extrema importancia, sendo até entdo negligenciada - néo
existindo trabalhos que demonstrem a comparacdo quanto ao processo de fagocitose entre

adultos e neonatos (Prosser et al, 2013).

Entender a cronologia dessa susceptibilidade torna-se importante na busca do
conhecimento de mecanismos que possam auxiliar no desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas, e, assim, propor novas intervencdes em quadros de infecgdes

neonatais.
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3. HIPOTESE

Neonatos apresentam defasagem temporal, em relagdo ao animal adulto, no processo

de clearance e eliminag&o de bactérias da circulacéo sistémica.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Investigar o clearance bacteriano da circulagcdo sisttmica em diferentes estagios de
desenvolvimento murino, comprovar a participacdo hepatica neste processo e compreender se
0 mecanismo de captura de bactérias pelas células imunes do figado sofre alteracdo nos

diferentes estagios do desenvolvimento, desde o dia do nascimento até a idade adulta.

4.2. Objetivos especificos

1. Estimar o nimero de bactérias presentes na circulacdo sistémica de animais

desafiados com indculo bacteriano;
2. Validar a participacao do figado na retencao bacteriana;

3. Avaliar a eliminacdo bacteriana por macrofagos residentes no figado por

quantificacdo bacteriana;

4. Avaliar genes relacionados ao processo de captura e eliminacdo bacteriana nas

diferentes idades estudadas;

5. Demonstrar em modelo in vivo o processo de captura bacteriana por macréfagos

residentes hepaticos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais experimentais

Foram utilizados neste trabalho camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6
wild-type (WT), das seguintes idades: 0 e 4 dias, além de 1, 2, 3, 4 e 8 semanas, provenientes
do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEBIO/ICB). Os camundongos até a terceira semana de vida foram mantidos
em microisoladores junto a matriz progenitora até o momento dos testes. Os demais grupos
foram acondicionados em microisoladores contendo cinco animais por grupo. Todos oS
grupos permaneceram em condigdes controladas de temperatura (25°C) umidade e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12h), com &gua e rac¢do ad libitum durante todo o
acondicionamento e periodo experimental. O protocolo de anestesia dos camundongos foi
realizado utilizando combinacdo de Cetamina 10% (160 mg/kg) e Xilazina 2% (30 mg/kg)
administrada via intravenosa (i.v). A eutandsia foi realizada por sobredose de anestésico,

seguida por deslocamento cervical.

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA / UFMG), protocolo n® 315/2017.
Camundongos que apresentaram qualquer sinal de sofrimento durante este estudo foram
prontamente eutanasiados. O descarte das carcacas e dejetos de animais utilizados durante a
execucdo deste trabalho esta de acordo com 0 PGRSS (Plano de Gerenciamento de Residuos
de Servico de Saude) do ICB, da UFMG.

20



5.2. Micro-organismo

Para a infeccdo sistémica foi utilizada a amostra de Escherichia coli e-GFP (ATCC
25922GFP).

A quantificagdo bacteriana foi determinada utilizando-se a leitura da absorbancia em
densidade optica de 600 nm em espectrofotdometro (VersaMax, California, USA). A utilizacdo
de uma amostra bacteriana modificada geneticamente (que recebeu a insercdo do plasmideo -
Enhanced Green Fluorescente Protein — e-GFP) permite a visualizagdo da mesma tanto pela
técnica de citometria de fluxo, quanto por microscopia confocal. Quando excitada por um
laser de comprimento de onda igual a 488 nm, emite um feixe de luz com comprimento de
onda de emissdo maxima de 516 nm, tornando possivel a sua visualizacdo pela fluorescéncia

na cor verde.

Além disso, E coli e-GFP possui o gene de resisténcia a ampicilina, que confere
especificidade a técnica de quantificacdo bacteriana, uma vez que favorece o crescimento
apenas da amostra utilizada, em meio suplementado com este antibacteriano, evitando

possivel crescimento de outros micro-organismos que nao o de interesse.

5.2.1 Cultivo bacteriano para desafio

Uma pequena quantidade de bactérias presentes na aliquota conservada em meio de
criopreservacao € repassada para tubo de 50 mL contendo meio de cultura liquido Luria-
Bertani (LB Broth - Acumedia / Neogen, lote 108289), acrescido de ampicilina (100ug/mL).
A cultura foi mantida sob agitacdo (100 rpm/min) a temperatura de 37°C durante 12 horas.
Apos esse periodo o tubo foi colocado em gelo para interromper a proliferacdo e conservar a
suspensdo bacteriana. A quantificacdo de bactérias presentes no inoculo foi realizada pela
leitura do comprimento de onda (absorcdo/emissdo de luz) em espectrofotbmetro, na
densidade optica de 600 nm. Para a verificacdo do nimero de bactérias presente no inoculo
utilizamos uma calculadora virtual denominada “E.coli Cell culture concentration from
OD600 calculator” especifica para quantificacdo de E.coli em suspensado, disponivel no site
https://www.genomics.agilent.com/biocalculators/calcODBacterial.jsp. A OD detectado pelo

espectofotdmetro € inserido na calculadora que, utilizando calculo de regra de trés simples,
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determina o nimero de células por mL de meio de cultura. Consideram que, na OD 600 nm =

1, existe 8 x 108 células/mL.

A quantidade de bactéria injetada via i.v. em cada animal foi calculada levando-se em
consideracdo o peso de cada animal (especificado adiante). Importante ressaltar que todos os
meios de cultura utilizados, seja liquido ou &gar, foram acrescidos de ampicilina na
concentracdo de 100ug/mL, para evitar a perda do plasmidio contendo o gene para e-GFP.
Todo material utilizado, incluindo os meios de cultura foram devidamente autoclavados e /

ou sdo produtos estéreis.

Os procedimentos que envolveram cultivo e manipulacéo bacteriana foram realizados
no Laboratério de Interacdo Microrganismo-Hospedeiro (LIMHO), que possui toda a
infraestrutura para manipulagdo de micro-organismos incluindo, capela de fluxo laminar,
estufas, agitadores, local proprio para descarte e descontaminacdo de materiais
potencialmente infectantes, bem como identificacBes adequadas para prevenir contaminacao

da equipe ou de terceiros.
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5.3. Clearance Sanguineo - Citometria de fluxo

5.3.1 - Modelo de bacteremia — Infeccdo Unica

Para investigar o processo de clearance bacteriano durante as diferentes etapas do
desenvolvimento murino, foram definidos 7 grupos experimentais: 0 dia — o dia exato do

nascimento do animal, 4 dias, 1,2,3 e 4 semanas, e 8 semanas (camundongos adultos).

A infeccdo foi induzida por injecdo i.v. da bactéria. Cada grupo recebeu o inéculo
bacteriano baseado na padronizacdo pelo peso total do camundongo, sendo o padrdo de 5 x
10° células / 20 gramas de peso (tabela 1), favorecendo assim que neonatos ndo fossem
submetidos a uma sobredose. Camundongos adultos pesando aproximadamente 20 gramas
receberam diferentes quantidades de bactérias, (entre 10° e 10°), e apés 5 minutos foram

eutanasiados e as amostras de sangue avaliadas por citometria de fluxo.

Nas idades determinadas, no periodo da manhd, os camundongos controle receberam
via i.v. injecdo de salina 0,9% (veiculo) e os camundongos dos grupos experimentais foram
submetidos a injecdo de E.coli e-GFP, em suspensdo de salina 0,9%. Apds 5 minutos, 0s
animais foram anestesiados e submetidos a laparotomia. Amostras de sangue foram obtidas
pela seccdo da veia cava. Retirou-se 10 microlitros de amostra de sangue total, o qual foi
diluido em PBS 1X (diluicdo 1:40) seguida pela analise de citometria de fluxo (BD Accuri™
C6 Software). Apdés a obtencdo das amostras, os camundongos foram eutanasiados por
sobredose de anestésico seguida de deslocamento cervical.

dade Peso (aproximado) In6culo bacteriano (aproximado)
em gramas GFP E.coli
0 dia 1 25x10°
4 dias 2 5x10°
1 semana 4 1x10°
2 semanas 6 1,5x10°
3 semanas 9 2,25x10°
4 semanas 12 3x10°
8 semanas (Adultos) 20 5x10°

Tabela 1 — Quantidades aproximadas de E.coli que os camundongos de diferentes idades

receberam de acordo com o peso corporal.




5.3.2 - Estratéqgia de analise

A estratégia de analise foi definida com base no percentual de eventos GFP positivos.
Para isso construimos um gréafico de FL1 (E.coli GFP) por FL4 (canal vazio) no qual
selecionamos a populacdo positiva em um gate. A populacédo selecionada representa 0 numero
de bactérias presentes na circulacdo dos camundongos desafiados, 5 minutos apos ter sido
administrado com o inoculo bacteriano. Os dados obtidos foram analisados utilizando o
programa FlowJo.

Control - Blood GFP- E.coli Blood + GFP E.coli

FL4 (empty channel)
3
3
@
ul
3

FL1 (GFP)

Figura 1 — Estratégia de analise de gates. Citometria de fluxo: A esquerda da imagem esté o perfil
da amostra de sangue de um animal controle (recebeu apenas veiculo). No centro da imagem encontra-
se o perfil da suspensdo bacteriana e-GFP E.coli em salina 0,9%. A direita da imagem esté o perfil da
amostra de sangue de animal que recebeu e-GFP E.coli: as amostras sao facilmente identificaveis pelo
seu deslocamento ao longo do eixo Xx.
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5.4. Microscopia confocal

5.4.1 Imagens de figado ex-vivo:

Juntamente com o indculo bacteriano administrado em cada grupo do experimento de
citometria de fluxo, foi administrado ainda o anticorpo anti-F4/80 conjugado a APC (APC
anti-mouse F4/80 clone BM8 cat.: 123116, lote:B212349 — Biolegend- San Diego, CA). Este
se liga especificamente aos receptores F4/80 presente em KCs. Apds a retirada do sangue do
animal para analise por citometria de fluxo, o I6bulo esquerdo do figado dos camundongos foi
retirado e exposto em uma plataforma de acrilico que permite a incisdo do laser sobre o
tecido. Utilizando o microscdpio Nikon Ti Al obtivemos imagens que nos permitem ver a

presenca de bactérias nas amostras de figado analisadas.

5.4.2 Imagens figado in-vivo:

A microscopia intravital confocal € uma técnica bastante valiosa no que se refere a

observacdo in vivo que nos permite observar a interacdo das bactérias com as KCs.

Apos anestesia, 0os camundongos receberam i.v. 0 anticorpo anticorpo anti-F4/80
conjugado a APC (APC anti-mouse F4/80 clone BMS8 cat.: 123116, lote:B212349 —
Biolegend- San Diego- CA). Foram entdo submetidos a laparotomia, e o l6bulo hepatico foi
posicionado em plataforma de acrilico para aquisicdo de imagens (Marques et al, 2015). Apds
posicionamento, os camundongos receberam a suspensdo de 5 x10° células / 20 g i.v. O
figado permaneceu exposto durante 10 minutos para aquisicéo de videos.
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5.5 Quantificacdo Bacteriana

5.5.1 Padronizacdo do tempo de exposicdo e indculo bacteriano: cinética

O tempo de interagdo e quantidade de bactérias a serem inoculadas durante a execugdo
dessa técnica foram definidos considerando a taxa de sobrevivéncia e a capacidade de
eliminacdo bacteriana, por células hepéticas, de camundongos adultos, 24 horas apds terem

sido submetidos ao desafio.

Foi estipulado o indculo em 5 x 10° células/20 gramas de peso dos camundongos (
mesma quantidade utilizada para os testes de citometria).Os camundongos foram submetidos
a injecdo i.v. de E.coli e foram avaliados em diferentes intervalos de tempo (30 e 60 minutos,
6,12 e 24 horas). Apos este periodo, os animais foram anestesiados e amostras de sangue e
figado foram retiradas e processadas seguindo a técnica de cultivo Drop Plate: realizou-se
diluicbes seriadas e plaqueamento em meio Agar Luria-Bertani (LB Agar - Acumedia /

Neogen — lote: 109004) acrescido de ampicilina (100 pg/mL).

As amostras foram incubadas a 37°C durante aproximadamente 18 horas. As coldnias
presentes nas placas apos este periodo foram contadas e os dados obtidos foram utilizados
para calcular a quantidade de coldnias existentes por grama (figado) /mL (sangue) de tecido

analisado, seguindo as formulas abaixo:

Amostras de sanque :

UFC/mL = (n° de colbnias — média das triplicatas) x diluicdo onde cresceram coldnias
contéveis (ex-10 %) / 0,02 (volume de cada gota plagueada = 20 microlitros = 0,02 mL).

Amostras de figado:

UFC/g = (n° de coldnias — média das triplicatas) x diluicdo onde cresceram colénias (ex-10 %)
/0,002 g de tecido plaqueado.

A proporcdo utilizada de tecido foi padronizagdo para a seguinte proporc¢do: 1mg de
tecido / 10 microlitros de solugéo, tendo sido plaqueados 20 microlitros em triplicata em
nosso protocolo.

Idade Peso médio (figado)
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( gramas)

0 dia 0,05

4 dias 0,1

1 semana 0,16

2 semanas 0,23

3 semanas 0,33

4 semanas 0,57

8 semanas (Adulto) 1,12

Tabela 2 — Peso total (médio) do figado dos animais dos diferentes grupos analisados.

A quantidade de células viaveis reduziu consideravelmente apds 24 horas de
exposicao, porém, obtivemos uma taxa de 50% de sobrevivéncia dos camundongos. Portanto,
para podermos avaliar melhor essa interacdo entre bactérias e células hepaticas, tornou-se
necessario reduzir a propor¢do de bactérias inoculadas, seguindo a premissa de n° de
bactérias/20 gramas de peso. Reduzimos o inéculo em 1 log, e portanto utilizamos 5 x 10°
células/20 gramas de peso do camundongo. Com essa nova padronizacdo , 100% dos

camundongos sobreviveram.

5.5.2 Quantificacdo bacteriana em tecidos

Salvaguardados pelos testes de padronizacdo descritos acima, utilizamos o inéculo de
5 x 10° células/20 gramas de peso do camundongo para os testes de UFC. Apds 24 horas do
momento da inoculagdo, os camundongos foram eutanasiados e as amostras de sangue e

figado foram processadas, como ja descritas anteriormente na padronizacao.

5.5.3 Participacdo das células de Kupffer no clearance sanguineo — Deplecdo por
injecdo de Clodronato (CLL).

Os animais desafio, na idade determinada para teste receberam injecdo de clodronato
(200 pL/20g) i.v, seguindo orientagcbes do fabricante. ApOs 48 receberam a injecdo do

indculo bacteriano (5 x 10° células/20 gramas de peso do camundongo) e permaneceram em
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contato com ele durante 24 horas. Foram eutanasiados e obtidas amostras de sangue e figado

para processamento para quantificacdo bacteriana.
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5.6 Analise de expressdo génica por PCR em Tempo Real (QPCR)

5.6.1 Extracdo de RNA

Para andlise de expressdo génica relacionados com receptores de captura e eliminagao
bacteriana de células imunes hepéticas utilizamos amostras de figado de camundongos
saudaveis e do grupo que foram submetidos a inoculacédo i.v. de E.coli e que permaneceram
em contato com essa bactéria pelo periodo igual a 24 horas. O RNA total foi obtido de

aproximadamente 20 mg de tecido.

A extracdo de RNA total foi realizada seguindo protocolo descrito pelo fabricante do
kit ReliaPreprm RNA TissueMiniprep System® (Promega- Madison- USA). A concentracdo
de RNA (quantificacdo) foi obtida utilizando a técnica de espectofotometria, pela proporcao
entre as absorbancias 260 e 280 nm .(Nano Drop® ND-1000, EUA). As amostras foram

conservadas a temperatura de -80°C até o momento do uso.

5.6.2 Sintese de cDNA

Para sintetizarmos cDNA pela transcricdo reversa de RNA utilizamos o Kit iScript™
cDNA Synthesis (BioRad, CA, USA), e seguimos as instrucées conforme o fabricante. 1,25
Hg (1250 ng) de RNA foram utilizados para a sintese de cDNA. A reacdo foi submetida a
etapas de aquecimento e resfriamento na seguinte ordem: 5 minutos a 25°C, 20 minutos a
46°C e 1 minutos a 95°C . O cDNA produzido foi armazenado a -20°C.

5.6.3 PCR quantitativo (gPCR)

5.6.3.1 Controle endogeno

Como padrao normalizador utilizado em analises das variagdes da expressdo dos genes
testados utilizamos um controle enddgeno que permite a validacdo dos resultados obtidos por
gPCR. Dentre os genes testados (Rpl4, Gapdh, 18s, Actb, Hprt e Sdha), o Gapdh mostrou-se
o melhor normalizador, tanto para os genes avaliados nas amostras de figado total,

hepatdcitos e células ndo-parenquimais. Utilizamos o Gapdh como controle enddgeno, por se
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tratar de um gene constitutivo, ou seja, expresso por praticamente todas as células e , por ter

demonstrado ser o melhor normalizador. O programa utilizado para realizar os testes para a

escolha do normalizador foi o Normfinder (Andersen et al., 2004).

5.6.3.2 Genes relacionados ao processo de captura e eliminacdo bacteriana

A tabela a baixo refere-se as sequéncias dos primers (iniciadores) para 0s genes

relacionados aos processos de captura de micro-organismos selecionados para este estudo. As

sequéncias para os primers foram obtidos no Primer Bank, plataforma desenvolvida pela

Harvard Medical School (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/):

Temperatura de

Tamanho dos

Gene Iniciadores Sequéncia
anelamento fragmentos (bases)
AGCTCAAGCTTGCCACCATGG 64°C
Foward (5'->3') 39
) AGATCTCATCAGGCTTGC
CRIg (Vsig4)

GCCCGGGATCCCGGCAGGCA 65,2 °C

Reverse (5'->3) 36
GGAATAGACATTGTTG

Foward (5'->3") ATGGGTGGACACAGAATGGTT 51,7°C 21

CD163 CAGGAGCGTTAGTGACAGCA 52,8°C
Reverse (5'->3) 21

G

Foward (5'->3") GCAAACGCTGTTCTGCTCAG 52,2°C 20

TIr2 AGGCGTCTCCCTCTATTGTAT 50,2 °C
Reverse (5'->3) 22

T
Tira Foward (5'->3") ATGGCATGGCTTACACCACC 53,1°C 20
r
Reverse (5'->3") GAGGCCAATTTTGTCTCCACA 50,6 °C 21
Itgam Foward (5'->3") ATGGACGCTGATGGCAATACC 49,9°C 21
(CR3/CD11b) Reverse (5'->3) TCCCCATTCACGTCTCCCA 50,7°C 21
Gandh Foward (5'->3") AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 52,6 °C 21
a

P . TGTAGACCATGTAGTTGAGGT 50,1°C

(housekeeping) Reverse (5'->3") 23

CA

Tabela 3 — Inciadores utilizados nos testes de gPCR. Foram analisadas amostras de 5 animais de
cada grupo (0 e 4 dias, 1,2,3,4 e 8 semanas = total de 35 amostras), todas em duplicata. Para cada um
destes grupos, foram avaliadas as expressdes dos 5 genes acima mencionados além do gene

constitutivo.
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5.6.3.3 Determinacéo da expressdo génica

A expressao génica foi avaliada utilizando-se 5 pL de SYBR® Green qPCR SuperMix
(BioRad), 1 uL 5mM de cada iniciador e 1 pL de cDNA diluido 1:20 (volume final da reacdo
igual a 10 pL). As reacdes foram realizadas utilizando o equipamento Rotor-Gene Q
(Qiagen). O protocolo utilizado comporta as seguintes fases: desnaturacgéo inicial (ativacdo da
polimerase) em 95°C durante 30 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por
15 segundos e anelamento (extensdo) a 60°C por 30 segundos. Em cada placa havia um
controle negativo, constituido por 5 pL de SYBR® Green gPCR SuperMix (BioRad), 2 uL de
agua para PCR e 1 uL 5 uM de cada iniciador.

Utilizando a eficiéncia de amplificacdo e baseado no valor de Ct (threshold cycle)
obtidos nas reacgdes, adquirimos a quantidade relativa dos produtos de PCR para cada grupo
analisado. Esses Cts foram normalizados subtraindo-se deste o valor do Ct do gene de
referéncia (Gapdh — housekeeping), para cada amostra. O valor encontrado denomina-se ACt
e ¢ utilizado para calcular o AACt (ACt amostra - ACt do calibrador). Nesse estudo, 0
calibrador utilizado foi amostra de figado de animais adultos, comparados com 0s demais
grupos. A relacdo da expressdo génica entre as amostras e o calibrador foi calculado
aplicando-se a formula 22" (Livak e Schmittgen, 2001). Os resultados foram analisados
utilizando-se o programa Prism 6.0. As amplificacGes foram seguidas de curva de dissociacao
(curva de melting). Essa comparacdo garante a especificidade das reacdes, uma vez que
garante que os dados obtidos foram livres de formacdo de produtos inespecificos,
comprovando assim a especificidade das reacdes. O dado de heatmap foi realizado utilizando-

se 0 programa MeV (Chu et al., 2008). Os resultados foram analisados no Prisma 6.0.
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5.7 Andlises Estatisticas

Os gréficos e anélises estatisticas foram realizados utilizando o programa GraphPrism
6 (GraphPad, LaJolla, CA).

Os dados que apresentam distribuicdo ndo paramétrica (D’Agostino & Pearson
omnibus normality test) foram analisados utilizando os testes One-WayANOVA com pos-
teste Kruskal-Wallis ¢ multipla comparagdo pelo teste de Dunn’s. Os dados de quantificacdo
bacteriana dos camundongos que foram submetidos a deplecdo foram analisados utilizando
testes T com pos-test Mann-Whitney.

Os que apresentaram distribuicdo normal (paramétrica) foram analisados utilizando os
testes One-WayANOVA com pds-teste Kruskal-Wallis e multipla comparagdo pelo teste de

Dunnett. Todos os grupos foram comparados com o grupo adulto.

Todos os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média. O nivel
de significancia foi definido como p < 0,05. Analise dos dados de citometria foram analisados

utilizando o programa FlowJo.

Imagens obtidas pela técnica de microscopia confocal foram analisadas no software
Volocity (PerkinElmer Ink).
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6. Resultados

6.1 Neonatos apresentam menor capacidade de clearance de bactérias do sangue em
relacdo aos camundongos adultos.

Utilizando o mesmo parametro de tempo X resposta entre todos os grupos analisados,
apos a inoculagdo bacteriana, observamos que, camundongos neonatos apresentam uma maior
dificuldade em remover E.coli da circulagdo sistémica (Fig.1A). Ao comparamos a
quantidade de bactérias presentes na circulagdo sanguinea dos camundongos, 5 minutos apds
0 desafio, observamos que camundongos neonatos, principalmente os animais O dia pos-
nascimento , apresentam maior quantidade de bactéria circulante do que os animais adultos.
Diferencas estatisticas foram detectadas apenas entre estes dois grupos (0 dia e adulto) .
Observamos ainda, que ao longo do desenvolvimento murino, representado aqui pela idade e
pelo ganho de peso dos animais, a quantidade de bactérias presentes na circulacdo sanguinea
reduz, indicando que a capacidade de clearance sanguineo é aprimorada ao longo do tempo
(Fig. 1B).
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FIGURA 2 — Avaliacdo da capacidade de clearance bacteriano da circulagdo sisttmica por
citometria de fluxo. A) nimero de E.coli (eventos GFP) no sangue de animais em diferentes fases de
desenvolvimento 5 minutos ap6s o desafio. p < 0,05 OneWay ANOVA. B) Comparacdo entre a
quantidade de bactérias presentes na circulacdo sistémica dos animais em relacdo ao peso. N=7 (d=
dias/ s=semanas).
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6.2 Camundongos neonatos apresentam menor sobrevivéncia quando sdo desafiados
com inoculo bacteriano.

Visto que neonatos apresentam um menor o clearance sanguineo ap6s uma infeccéo
sistémica, hipotetizamos que estes animais poderiam apresentar maiores taxas de mortalidade.
Verificamos que, exceto o grupo 0 dia, apresentaram taxa de sobrevivéncia de 100% apos 24
horas da inoculagdo intravenosa de 5 x 10° células /20g . No grupo O dia, foi observada alta
mortalidade j& nas primeiras 6 horas apos o inoculo, sendo mais acentuada ap6s 18 horas de

inoculagdo (Fig.3). Esse dado demonstra uma maior susceptibilidade de neonatos O dia a
infeccéo por E.coli.
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FIGURA 3 — Percentual de sobrevivéncia dos grupos analisados ap6s inéculo bacteriano: apés
inoculo de 5 x 10° células /20g os camundongos foram observados durante 24 horas. Neonatos

0 dia apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia quando comparados com 0s outros grupos analisados,
que apresentaram taxa de sobrevivéncia de 100%.
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6.3 O figado esté envolvido na retencdo de bactérias em neonatos e adultos.

Para verificarmos em maior detalhe se as KCs estariam envolvidas no processo de
clearance bacteriano nas diferentes idades, realizamos uma série de experimentos utilizando
microscopia confocal. Inicialmente, demonstramos por imagens ex-vivo, que o figado de fato
esta relacionado ao processo de captura de bactérias circulantes. As imagens corroboram 0s
resultados de quantificacdo bacteriana, mostrando a presenca das bactérias no figado, em
todas as idades testadas. Na figura 4 pode-se verificar em vermelho as células de Kupffer

adsorvendo E.coli (em verde: expressdo de proteina verde fluorescente; Fig.4A e Fig.4B).
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A) Controle

B) Controle 0 dia 4 dias 1 semana

2 semanas 3 semanas 4 semanas 8 semanas

FIGURA 4 — Participacao do figado no processo de captura de bactérias da circulacgéo sistémica:
obtengdo de imagens por microscopia confocal ex-vivo. Em vermelho visualizamos macrofagos
residentes do figado (células de Kupffer) marcadas com anti-F4/80 (F4/80 APC * e em verde,
Escherichia coli modificadas geneticamente apresentando expresséo da Green Fluorescente Protein
(e-GFP). A) Imagem do figado de um animal controle (sem bactérias) Barra de escala da imagem
original = 120 um. Imagens obtidas utilizando objetiva de aumento 10x. B) Quadro comparativo —
imagens de figado de animais dos diferentes grupos que receberam o desafio bacteriano. Zoom digital.




6.4 Desaparecimento de bactérias do sangue esté associado a um aumento da bacteremia

hepatica, especialmente em neonatos.

Uma vez que os dados anteriormente descritos demonstram que: i) neonatos
apresentam retardo no clearance bacteriano sanguineo ii) que o processo de captura desses
micro-organismos pelo figado de animais 0 dia é mais lento do que em animais adultos,
buscamos compreender o envolvimento de fagocitos hepaticos na eliminacdo das bactérias

retidas no figado durante as diferentes fases do desenvolvimento neonatal.

Utilizando a técnica de quantificacdo bacteriana por contagem de UFC, em placa,
observamos que 24 horas apds receberem o inéculo bacteriano todos os camundongos
desafiados ja ndo apresentavam bactérias vidveis circulantes no sangue (Fig.5A). Porém, o
numero de bactérias viaveis no figado (Fig. 5B) é significativamente maior nos camundongos
0 dia em comparacdo com camundongos adultos. Observamos ainda que a capacidade de
eliminag&o é aprimorada ao longo do desenvolvimento dos animais, uma vez que 0 numero de

bactérias viaveis no figado reduz ao longo do tempo (Fig. 5C).
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FIGURA 5 — Avaliacdo da eliminacao de bactérias e quantificacdo de bactérias viaveis no figado
apos 24 horas da infeccdo com E.coli. A) Quantificacdo bacteriana no sangue - Amostras de sangue
plagueadas de camundongos neonatos e adultos, ndo apresentam bactérias viaveis apos 24 horas da
inoculacdo. B) Quantificacdo bacteriana no figado — animais 0 dia apresentam nimero maior de
bactérias viaveis no figado do que animais adultos ap6s 24 horas da inoculacdo. N=5 C) Viabilidade
celular no figado- camundongos 0 dia apresentam maior quantidade de bactérias viaveis no figado. A
quantidade vai reduzindo ao longo do desenvolvimento. p < 0,05 OneWay ANOVA.
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6.5 A auséncia de fagocitos favorece a manutencéo de bactérias circulantes.

Para buscarmos compreender melhor qual a real contribuicdo dos fagocitos no
processo de clearance e eliminacdo de bactérias da circulagao sistémica, estudamos os efeitos
da auséncia de macrofagos na progressdo da infeccdo bacteriana. Para isso, 0s animais
receberam via i.v., dose unica de clodronato (lipossomos de clodronato — CLL; quantidade

ajustada pelo peso de cada camundongo).

Neonatos 0 dia tiveram uma baixa taxa de sobrevivéncia ( aproximadamente 10%, Fig.
6A) apobs a injecdo de clodronato, impossibilitando a avaliacdo da capacidade de captura e
eliminacdo de bactérias. Porém, camundongos com 4 dias apds o nascimento apresentaram
maior taxa de sobrevivéncia apds a injecdo de CLL ( aproximadamente 20%, Fig. 6B). Ao
compararmos 0 grupo de camundongos que ndo foram submetidos ao processo de deplecédo
com o grupo depletado observamos que ha uma regressdo no quadro imunoldgico até entdo
observado: a capacidade de retirada de bactérias da circulacdo fica comprometida, sendo que
animais depletados passam a apresentar bactérias vidveis no sangue 24 horas apdés ter recebido
indculo bacteriano, (Fig. 6D e 6E) bem como apresentam uma maior quantidade de bactérias

viaveis no figado em relacdo ao grupo controle (Fig. 6D e 6E)
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FIGURA 6 A) Participacdo de macrofagos hepéaticos na captura de bactérias em camundongos
recém-nascidos. Apo6s a injecdo de lipossoma de clodronato foi observada a sobrevivéncia de
aproximadamente 10 % dos camundongos apds as primeiras 24 horas, quando comparados ao grupo
controle (veiculo) B) Percentual de sobrevivéncia de camundongos 4 dias submetidos a deplecéo
de fagocitos: 20% dos animais sobreviveram a deple¢do. N=5. C) UFC Sangue e Figado animais
controle - Animais 4 dias : 48 horas apés inje¢do do veiculo e 24 horas ap6s indculo bacteriano.
Amostras de sangue ndo apresentam bactérias viaveis Amostras de figado apresentam bactérias
vidveis. D) UFC Sangue e Figado animais desafio - Animais 4 dias : 48 horas apds inje¢do de
clodronato e 24 horas ap@s indculo bacteriano. Tanto amostras de sangue, quanto amostras de figado
apresentam bactérias viaveis. E) Numero de bactérias viaveis presentes em tecidos de animais 4
dias — comparacdo entre animais controle (sem CLL) e animais que tiveram os fagdcitos depletados
(injecdo CLL). N= 4 (Mann Whitney p < 0,05).
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6.6 Uma menor taxa de aderéncia de bactérias em macréfagos hepaticos de animais

neonatos favorece a movimentacéao dos micro-organismos pelos sinusoides.

Visto que as bactérias chegam até o figado através da circulagdo (Fig.7A), verificamos
se 0 tempo de resposta em relacdo a captura/retencdo desses micro-organismos pelas KC’s
seria diferente entre os grupos analisados. Para tanto, obtivemos videos in vivo, com duragéo
de 10 minutos, de animais de diferentes grupos. A analise utilizando a ferramenta de tracking,
nos permitiu acompanhar a movimentacao das bactérias neste 6rgéo.

A andlise de tracking demonstrou que, nos dias 0 e 4, as bactérias ndo aderem
rapidamente, permanecendo livres, movimentando-se pelos sinusoides hepaticos, atingindo
grandes distancias percorridas dentro do 6rgdo. A partir de 1 semana de vida, a aderéncia das
bactérias ocorre de forma efetiva, com movimentacdo bacteriana baixa ou quase nula dentro
do figado (Fig.7B).

A)

0 dia

8 semanas
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B) *  Diao 4 Dia 4

1 semana 4 Adulto

FIGURA 7 A) — Cinética de captura de bactérias pelas KCs in vivo: Animais com idade de 0 dias e
8 semanas Imagens representativas dos tempos 0,2,4 e 10 minutos obtidas apés desafio bacteriano.
Em vermelho visualizamos as KCs, marcadas com anti-F4/80 APC e em verde, bactérias Escherichia
coli modificadas geneticamente apresentando expressdo da Green Fluorescente Protein (GFP).Barra
de escala 120um N=3 B) Tracking - captura de bactérias pelas KCs in vivo: Representa¢do grafica
da capacidade de movimentagdo bacteriana no figado de animais de diferentes idades obtidas pela da
analise de video. As setas indicam a trajetdria realizada pelas bactérias.
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6.7 Diferencas na expressdo de genes relacionados com a captura e eliminacdo de
bactérias durante a homeostase e frente a infec¢ao bacteriana.

Até o momento observamos que camundongos 0 dia apresentam defasagem temporal
no processo de captura e eliminacdo bacteriana, em relacdo aos camundongos adultos. Com a
perspectiva de compreender o mecanismo que leva a essa aparente dificuldade encontrada
pelos fagdcitos hepéaticos propusemos o estudo de genes relacionados aos processos de
captura e fagocitose de particulas pelas KCs.

Nossos resultados demonstram que na homeostase o grupo O dia, em relagdo ao
animais adultos apresentam baixa expressao de genes como CRIg e CD163, sendo que a
intensidade de expressdo aumenta de acordo com o desenvolvimento do animal . Observamos
ainda que héa certa flutuacdo na expressdo de TIr2, TIr4 e Itgam (CD11b/CR3), sendo hora
menos expresso, hora mais expresso (Fig. 8).

Ao submetermos os camundongos ao desafio bacteriano observamos que ndo houve
alteracdes significativas nas expressdes dos genes CRIg e CD163 em animais 0 dia (Fig. 9A).
Ja os camundongos adultos, que ja expressavam estes genes na homeostase, apresentaram
maior expressdo durante o quadro infeccioso quando comparados aos animais 0 dia. Quando
analisamos estes mesmos parametros nos animais 4 dias podemos inferir que este grupo ja é
capaz de realizar o upregulation dos genes CRIg e CD163, alcancando niveis de expressao
similares aos dos animais adultos.

Alteracbes consideraveis na expressdo de genes relacionados a receptores de
membrana de fagocitos associados ao reconhecimento e adesdo de particulas foram
observados em animais 0 dia na homeostase: TIr2, Tlr4 e Itgam (CD11b/CR3) s&o expressos
em animais 0 dia e ao longo do desenvolvimento hd uma flutuacdo na expressao nos
diferentes grupos. Ao serem desafiados com o indculo observamos uma upregulation destes
genes nas idades iniciais do desenvolvimento (0 dia, 4 dias e 1 semana), sendo que esse perfil
ndo foi observado em adultos. Os valores retornam aos niveis basais ap0s duas semanas de
idade (Fig. 9B).
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Figura 8 Expressdo de genes relacionados a resposta imune a micro-organismos em
camundongos controle durante o desenvolvimento. Avaliacdo da expressdo de genes relacionados
ao processo de captura de micro-organismos nos diferentes grupos no quadro de homeostase. Na
escala a esquerda esta representada a intensidade da expressao génica: tons mais azulados significam
baixa expressdo enquanto que tons mais vermelhos indicam maior expresséo génica. N= 3
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Figura 9 Analise génica. A) Animais 0 dia apresentam downregulation dos genes CRIg e CD163.
N&o houve alteracdo na expressdo apds o desafio bacteriano. H& upregulation do gene Itgam
(CR3/CD11b). A coluna da direita representa a quantificacdo dos dados do Heatmap (animais
controle- homeostase). B) Os genes TIr 2 e TIr4 (CD11b) apresentaram alta expressao nos grupos de
animais 0, 4 dias e 1 semana ap6s o desafio com indculo bacteriano. A linha tracejada faz referéncia a
média dos valores encontrados para os animais adultos. N= 3 p < 0,05 OneWay ANOVA.
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7. Discussao

No presente trabalho foi avaliada a capacidade de clearance e de eliminacdo de uma
amostra bacteriana da circulacdo sistémica em diferentes estagios do desenvolvimento, bem
como a atuacdo do figado nestes processos. Embora tenhamos observado que exista uma
susceptibilidade nos primeiros dias de vida, foi possivel comprovar, por diferentes técnicas,
gue camundongos recém-nascidos apresentam padrdes de resposta a infeccdo bacteriana por
Escherichia coli muito similares aos de camundongos adultos. Utilizando microscopia
intravital confocal nds demonstramos pela primeira vez as particularidades da interacéo entre
0s macrdfagos hepéticos e as bactérias em camundongos neonatos. Surpreendentemente,
nossos dados demonstraram uma ineficiéncia no reconhecimento e na captura de micro-
organismos pelas KCs em camundongos 0 dia, que pode estar relacionada a baixa expressao
de genes relativos ao reconhecimento e captura de micro-organismos. Esse dado pode
explicar, por exemplo, as baixas taxas de sobrevivéncia apresentadas por recém-nascidos
devido a quadros infecciosos.

Quando comparamos nossos achados com outro trabalho realizado por nosso grupo,
onde avaliou-se a ativacdo de vias metabolicas nos mesmos periodos temporais analisados
neste trabalho, observou-se que, as funcdes metabolicas s6 comegcam a assemelhar-se com a
resposta apresentada por camundongos adultos a partir da terceira e quarta semana apos 0
nascimento (dados ndo publicados — Nakagaki & Mafra et.al) . Ja a resposta imune possui um
rapido estabelecimento logo nas primeiras semanas, como demonstrado nesse trabalho.

Ainda que a resposta imune se estabeleca rapidamente em camundongos neonatos,
existe um periodo inicial de susceptibilidade a infeccdes. Os resultados do presente trabalho
mostram que camundongos entre 0 e 4 dias ap6s 0 nascimento demonstram possuir
deficiéncia quanto a captura e eliminacéo de bactérias.

Esse achado corrobora dados observados na clinica medica: assim como em
camundongos, recém-nascidos humanos também sdo mais susceptiveis a infeccbes. Um
levantamento realizado entre os anos de 2000 a 2013 estimou que, entre as 6,3 milhdes de
criangas que morreram antes de completarem 5 anos , 51,8 % delas foram a 6bito devido a
infeccdes e 44% encontravam-se no periodo neonatal (até 1 més de vida) (Liu et al., 2015).

Em camundongos, segundo o presente trabalho, este periodo de susceptibilidade corresponde
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aos primeiros quatro dias de vida, sendo que neste periodo, a taxa de sobrevivéncia de animais
24 horas apds serem submetidos a infeccdo bacteriana sistémica estd abaixo de 50% . Eles
apresentam uma resposta mais lenta tanto na remocgéo de bactérias da circulacdo sanguinea,
quanto de eliminac&o por células imunes hepéticas. Ao longo do tempo, estes pardmetros vao
sendo aprimorados, sendo que a partir da primeira semana ap0s O nhascimento, 0S
camundongos ja comecam apresentar uma resposta imune caracterizada aqui pela captura e
eliminacdo de bactérias, que foi equiparada com a resposta observada nos animais adultos
(Fig. 2 Ae5C).

Observamos ainda que 0 processo para 0 retorno a homeostase apds infecgdo
bacteriana ocorre em duas etapas: uma de remocdo das bactérias presentes na circulacdo e
uma fase de eliminacdo dessas pelo figado. O primeiro processo ja ocorre, de maneira eficaz,
30 minutos apds os camundongos terem sido submetidos ao desafio bacteriano (dado nédo
apresentado), e isso ocorre com todos 0s grupos estudados, desde o camundongo 0 dia até o
adulto. Trabalho realizado por Yan et al (2014) descreve que 60% das bactérias circulantes
ficam retidas no figado logo nos 10 primeiros minutos ap6s a inoculacdo . Porém, nossos
dados demonstram que 24 horas apds o indculo, apesar de j4 ndo haver bactérias viaveis
circulantes, ha uma grande quantidade destes micro-organismos viaveis no figado. Quando
comparamos todos o0s grupos estudados com o0s camundongos adultos, animais 0 dia
apresentam um numero superior destas bactérias no figado. Isso demonstra que eles
apresentam uma capacidade reduzida de eliminacdo e essa capacidade vai sendo desenvolvida
ao longo do tempo.

O mecanismo que leva a essa rapida melhora na fungdo imune no modelo murino
ainda ¢ elusivo, mas nossos dados sugerem que esteja relacionado ao processo de maturagéo e
de diferenciacdo celular. A alta taxa de mortalidade em recém-nascidos pode estar relacionada
ao fato dos 6rgdos e células ndo estarem completamente formados e maduros logo apés o
parto. O figado, por exemplo, pode levar até dois anos ap0s 0 nascimento para ser
considerado um 6rgao maduro e preparado para atuar em sua totalidade (Beath, 2003).

Dados obtidos por nosso grupo (dados ndo publicados — Nakagaki e Mafra et.al.)
demonstraram que, as quantidades de células imunes no figado de camundongos neonatos e
de camundongos adultos séo extremamente diferentes, sendo que tal perfil sofre modificacGes
ao longo do tempo. Camundongos 0 dia apresentam alto percentual de precursores de células
imunes no figado (Lin™°", CD117" = 11,4%), granulécitos (Ly6G* ou SinglecF* = 37%),

mondcitos (Ly6C* = 11,3%) e mondcitos/ macrofagos (células em processo de diferenciagio -
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F4/80" Ly6C™ = 2,42% ), quando comparados aos camundongos adultos, que apresentam
percentuais inferiores (0% de precursores imunes, 8% de granuldcitos, 6,6% de mondcitos,
0% de mondcitos/macrofagos em processo de diferenciacdo). Além disso 0s neonatos
apresentam ainda baixos percentuais de linfocitos T (CD3" = 1%), Células NKT (CD3"
NK1.1" = 0%), Células NK (CD3-NK1.1"* = 1,16%), linfécitos B (CD19" = 17,5%),
macrofagos e células dendriticas diferenciadas (F4/80" ou CD11C* = 2,14%) também em
relacdo ao grupo de animais adultos (16% de linfocitos T, 7,92% de células NKT, 6,1% de
células NK, 35% de linfocitos B , 16% de macrofagos e células dendriticas diferenciadas).

Dados descritos na literatura relatam que a primeira resposta imune apresentada por
neonatos € a do tipo inata, onde receptores de membrana reconhecem padrdes moleculares
conservados presentes na superficie bacteriana (Chaplin, 2010; Mayr et al., 2014; Tacke e
Zimmermann, 2014). Observamos que em neonatos 0 dia hd um baixo percentual de
macrofagos diferenciados (F4/80+) e uma maior de células em processo de diferenciacdo
(F4/80" Ly6C™). Os dados obtidos neste trabalho, quando comparados aos dados relatados
acima, nos indicam que, talvez a resposta imune no neonato, em relacdo a resposta imune
inata, ndo atue de forma eficaz, uma vez que os macrofagos profissionais diferenciados ainda
ndo estdo presentes em grande quantidade e que os macrofagos que estdo presentes neste
0rgdo, possivelmente ainda estdo passando pelo processo de diferenciacao celular.

Devido a esse processo de diferenciacdo as células presentes ainda ndo estariam
atuando em toda a sua capacidade de reconhecimento, captura e eliminacdo de patdgenos e
particulas. Vimos ainda que, ao longo do desenvolvimento murino, esse percentual altera-se.
Os nossos dados demonstram que, assim como ocorre alteragdo no perfil celular imune,
ocorre também uma melhora quanto a resposta ao estimulo infeccioso.

Essa informacdo pode ser corroborada pela baixa quantidade de células relacionadas
classicamente a resposta imune adaptativa, como os linfocitos T e B presentes no sangue
periférico (Prosser et al., 2013) e no figado. (dados ndo publicados - Nakagaki e Mafra et.al.).
Porém ao longo do desenvolvimento, a frequéncia destas células aumenta no figado. Assim, o
primeiro contato intrauterinamente com produtos da microbiota poderia aumentar a
resisténcia neonatal a infecgdes (Renz et al., 2017).

Com os dados apresentados nesse trabalho podemos inferir que o sistema imunoldgico
e fagocitico aprimoram-se ao longo do desenvolvimento. A maturacdo completa do sistema

imune ocorre gradualmente ap6s 0 nascimento, como ja demonstrado (Zhao et al., 2008).
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Trabalhos prévios relatam a importancia dos macréfagos do figado no processo de
captura de particulas bacterianas presentes no sangue, bem como das bactérias que sofrem
translocacédo do intestino para a circulacédo sistémica (Racanelli e Rehermann, 2006; Broadley
et al., 2016; David et al., 2016; Llorente e Schnabl, 2016; Tarasenko e Mcguire, 2017). Por
este motivo, buscamos compreender se, na auséncia destes fagocitos, a resposta observada até
0 momento se mantém ou sofre alteracdo apds um quadro infeccioso. Para isso, depletamos 0s

fagaocitos utilizando clodronato em lipossomos.

Sabe-se que esta droga, quando livre no citoplasma, ndo é capaz de permear a
membrana celular. Entretanto, a sua insercdo em lipossomos favorece que essa seja
direcionada a células que possuam capacidade de realizar endocitose de particulas. Esses
lipossomos fundem-se ao lisossoma, e por acdo de fosfolipases, ocorre a degradacdo da
bicamada , liberando a droga no interior da célula, culminando em apoptose (Van Rooijen e
Sanders, 1994) (Frith et al., 2001). A deplecdo dos macrdéfagos possibilita estudar a sua
atuacdo funcional, ou seja, a sua participacdo ou ndo no processo de captura e eliminagéo

bacteriana da corrente sanguinea.

Como resultado observamos que houve uma reversdao do quadro imunoldgico ja
adquirido no quarto dia: os animais sem os fagdcitos apresentaram bactérias viaveis no sangue
e também maior titulo de bactérias no figado (Fig. 6 D e 6E). Esses dados demonstram a
grande importancia que os macrofagos hepaticos possuem no processo de sobrevivéncia e
homeostase apds um quadro infeccioso (Koo et al., 1999; Broadley et al., 2016). Além disso,
buscamos verificar se as KCs nas diferentes idades atuam de forma diferente durante o
processo de captura de bactérias. Para isso realizamos, pela primeira vez, imagens in vivo em
camundongos neonatos, onde foi possivel visualizar o processo de captura de bactérias no
figado. Para nossa surpresa, observamos que, enquanto animais adultos possuem um processo
quase que instantaneo na adesdo das bactérias aos macrdofagos hepaticos, camundongos 0 dia
apresentam fraca adesdo. As bactérias conseguem mover-se livremente pelos sinusoides
hepéaticos por um tempo maior. I1sso demonstra uma baixa eficacia na captura pelas KCs em
camundongos neonatos (Fig. 7A e 7B).

Visto que a auséncia dos fagocitos favorece a ampliag@o da janela de susceptibilidade
a infeccdo em camundongos neonatos, verificamos a expressdo de genes relacionados ao
reconhecimento e eliminacdo de micro-organismos em células imunes hepéticas de

camundongos saudaveis (homeostase) e dos grupos submetidos ao desafio bacteriano. A
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presenca de bactérias na circulagdo sanguinea desencadeia uma resposta inflamatoria e, por
consequéncia, um aumento de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a (Fator de Necrose
Tumoral o), IL-1B (Interleucina 1) e expressao de diferentes genes (Kaibori et al., 2015).

Nossos dados demonstram que alguns genes ndo apresentam variacdo quanto a
expressdo ap6s os camundongos terem sido desafiados. Neonatos O dia apresentam baixa
expressao de genes relacionados a reconhecimento de micro-organismos , porém, genes
referentes a receptores do tipo Toll estdo consideravelmente expressos apos o desafio
bacteriano. Consideramos que, essa susceptibilidade demonstrada por animais 0 dia pode estar
relacionado a uma ineficiéncia no reconhecimento e captura de bactérias devido a baixa
expresséo de genes correlatos.

Os receptores CRIg (receptor da familia das imunoglobulinas), juntamente com
Itgam (CD11b/CR3) sdo capazes de reconhecer particulas opsonizadas por moléculas do
sistema complemento (Broadley et al., 2016). Os genes do tipo Toll (TLRs), estdo envolvidos
no reconhecimento de padrbes moleculares bacterianos. E relatado que estes receptores estdo
envolvidos em um processo de captura mais rapida, uma vez que capturam bactérias nédo
opsonizadas (Broadley et al., 2016). O Genes CD163 esta relacionado a reconhecimento de
bactérias no processo de resposta imune inata (Scavanger receptor).

Nesse trabalho vimos que camundongos neonatos apresentam naturalmente uma
menor expressdo dos genes CRIg e CD163 em relacdo aos animais adultos, ndo havendo
alteracdes significativas na expressao destes genes em um quadro infeccioso. J& os animais
adultos apresentaram upregulation em relacdo aos mesmos genes quando desafiados com
bactérias. Esses dados demonstram que a incapacidade de realizar a eliminacdo de bactérias
ndo esta relacionada apenas a expressao dos genes estudados, mas também a incapacidade de
realizar upregulation destes para uma resposta imune eficaz em neonatos 0 dia.

Os receptores do tipo Toll sdo encontrados em macrdfagos e células apresentadoras de
antigenos, como as células dendriticas, neutrofilos, células epiteliais e neutrofilos. Sua
expressao é muito caracteristica da resposta imune inata (Deng et al., 2013). Ao reconhecerem
estruturas presentes na célula bacteriana (e.g. LPS, Peptideoglicanos, LTA -acido lipoteicoico
-, entre outros), os receptores do tipo Toll sdo ativados e iniciam uma resposta inflamatoria
pela inducdo da producdo mediadores pro-inflamatérias (Takeuchi et al., 1999; Chaplin,
2010). Nesse trabalho observamos que camundongos neonatos O dia, em homeostase, ja
possuem niveis basais de expressao de genes que codificam para TLR2 e TLR4 e, ap0s o

desafio bacteriano, a expressdo destes genes aumenta consideravelmente quando comparado
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aos camundongos adultos. Nossos dados referentes & de TLRs corroboram dados descrito na
literatura sobre a participacdo de receptores da resposta inata nos primeiros anos de vida
(Mayr et al., 2014).

Baseado nos dados obtidos nesse trabalho e nos ja descritos em trabalhos anteriores
sugerimos que a resposta imune ineficiente nas primeiras semanas p6s-nascimento pode ser
devido ao fato de neonatos ainda ndo terem tido um contato prolongado com agentes
infecciosos mesmo que seja admitido que na vida uterina particulas microbianas e micro-
organismos possam alcancar o feto (Tamburini et al., 2016). Além disso, a interacdo do
sistema imune com micro-organismos pode auxiliar no estabelecimento de uma resposta
imune eficaz em adultos (Torow e Hornef, 2017).

Em conjunto nossos dados demonstram que a deficiéncia durante o reconhecimento e
captura de bactérias da circulacdo sanguinea por macrofagos em animais neonatos pode
explicar a relativa susceptibilidade de recém-nascidos a infeccOes. Nesse trabalho mostramos
claramente a interacdo entre macrofagos hepaticos e Escherichia coli. Mais estudos séo
necessarios para verificar se 0 mesmo padrdo de resposta ocorre com outros grupos

bacterianos
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8. Conclusao

Concluo, portanto que, apesar da existéncia de uma incapacidade inicial apresentada
por neonatos no processo de clearance e eliminacdo de bactérias, ocorre também um rapido
estabelecimento desta resposta imune, sendo eficaz ja nas primeiras semanas de vida. Essa
resposta vai sendo aprimorada ao longo de todo o desenvolvimento do animal. Isso se deve
tanto pela maturacdo do 6rgdo e das células imunes (sistema imune inato e adaptativo), que

parece ser favorecida pelo contato com micro-organismos presentes na vida pds-nascimento.
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