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RESUMO

O figado € um o6rgao vital para o funcionamento do organismo e realiza
inomeras fungbes essenciais. Dentre elas estdo funcdes metabolicas,
catabdlicas, excretoras, secretoras, de sintese e armazenamento e de defesa
imune. Os processos de organogénese e desenvolvimento embrionario do
figado tém sido objeto de estudo de inUmeros pesquisadores. Entretanto, as
particularidades do desenvolvimento hepatico neonatal sdo negligenciadas.
Assim, o objetivo desse trabalho foi estudar o desenvolvimento pés-natal do
orgao, com foco na morfologia e nas populacbes de células imunes.
Encontramos mudancas na arquitetura do parénquima, no que diz respeito a
densidade, organizacao e composicdo celulares. Enquanto o figado do adulto é
completamente organizado em cordBes de hepatdcitos entremeados por
sinusoides com células imunes dentro dos vasos, neonatos possuem uma
arquitetura hepética sem um padrao claro de organizacédo, com ilhas de células
imunes no parénquima hepatico e vasos em forma de colméia. Na
caracterizagcdo das populacdes celulares imunes, o figado adulto é
especialmente um érgéo linfoide enquanto o figado neonatal € majoritariamente
composto por células mieloides. Observamos ainda, uma sucesséao cronoldgica
entre populacbes celulares, sugerindo que células precursoras com
caracteristicas monociticas dao origem a células maduras residentes, que sao
realocadas nos diferentes compartimentos hepéticos. Por fim, estudos
funcionais revelaram uma ineficiéncia em neonatos na funcdo de clearance
hepatico e na producdo de transaminases. Amostras histolégicas humanas
confirmam que ha retencdo de células imunes no parénquima hepatico de
neonatos, formando ilhas de células muito similares aos camundongos. Dessa
forma, nossos dados demostraram gque existe uma enorme diferenca, tanto
morfolégica quanto imunolégica e funcional, do figado do neonato em

comparacao ao figado do adulto.
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ABSTRACT

The liver is a vital organ performs numerous essential functions. Among them,
there are metabolic, catabolic, excretory, secretory, synthesis and storage and
immune defense functions. The processes of organogenesis and embryonic
development of the liver have been studied by many researchers. However, the
complexities of neonatal liver development are still neglected. Thus, the aim of
this work was to study the postnatal development of the organ, focusing on the
morphology and populations of immune cells. We found changes in the
architecture of the parenchyma, related to cell density, organization and
composition. While the adult liver is completely organized in strings of
hepatocytes interspersed by sinusoids with immune cells inside the vessels,
neonates have a liver architecture without a clear pattern of organization, with
islands of immune cells in the hepatic parenchyma and bee-shaped vessels. In
the characterization of immune cell populations, the adult liver is especially a
lymphoid organ, and neonatal liver is mostly composed of myeloid cells. We
also observed a chronological sequence between cell populations suggesting
that precursor cells with monocytic characteristics give rise to resident mature
cells that are relocated in the different hepatic compartments. Finally, functional
studies revealed an inefficiency in neonates related to their function of hepatic
clearance and to the production of transaminases. Human histological samples
confirm retention of immune cells in the hepatic parenchyma of neonates,
forming islands of cells very similar to the mice. Therefore, our data
demonstrated that there is a huge difference, morphologically, immunologically

and functionally, in the liver of the neonate compared to the adult liver.
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1. Introducéo
1.1. Ofigado

O figado é um érgéo vital para o funcionamento do organismo e realiza
inimeras funcbes essenciais. E o maior 6rgédo interno do corpo humano,
pesando aproximadamente 1,5 kg em um homem adulto, o que corresponde a
até 2,5% da massa corporal total (Vollmar and Menger 2009). Localiza-se no
quadrante superior direito da cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma,
possuindo posicdo anatdmica estratégica no sistema porta-hepatico, ligado
diretamente ao trato digestivo. O figado é altamente vascularizado, sendo
banhado por 30% do volume sanguineo corpéreo a cada minuto.
Aproximadamente 80% do sangue € proveniente da veia porta, pouco
oxigenado e rico em nutrientes absorvidos no intestino e os 20% restantes,
sangue oxigenado fornecido pela artéria hepética (Vollmar and Menger 2009).
Essa mistura sanguinea circula pelo figado lentamente, em baixa pressao e
tensdo de oxigénio, através de uma enorme rede de vasos capilares de parede
fina, os sinusoides. Essa dupla irrigacdo confere ao 6rgdo heterogeneidade

funcional e grande capacidade metabdlica (Jenne and Kubes 2013).

Revestido por uma capsula de tecido conjuntivo, o figado se divide
macroscopicamente em quatro lobos. Microscopicamente, os lobos apresentam
unidades funcionais complexas e altamente organizadas, denominadas I6bulos
hepaticos, os quais sdo formados por corddes de hepatdcitos entremeados por
sinusoides, que se estendem radialmente de uma veia central até a periferia do
I6bulo (Gordillo et al. 2015). Na periferia, se encontram de 3 a 6 espacos porta,
contendo a triade portal — um ducto biliar, um ramo da artéria hepética e um
ramo da veia porta. O sangue flui do espaco porta em direcdo a veia
centrolobular pelos sinusiodes, entrando em intimo contato com os hepatdcitos,
alcanca a veia hepética e deixa o 6rgao através da veia cava inferior (Vollmar

and Menger 2009).

A anatomia hepatica e a arquitetura do parénquima sao essenciais para
que o 6rgdo desempenhe suas fun¢des no organismo. Sendo a maior glandula
do corpo, o figado exibe tanto propriedades enddcrinas — secrecdo de

by

horménios, como fator de crescimento semelhante a insulina, angiotensina,
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trombopoietina — quanto exdcrinas — producdo de bile. Também é responsavel
pela secrecdo de inimeras proteinas plasmaticas como fatores de coagulacéo,
albumina e proteinas carreadoras. O figado, ainda, é responsavel pela
biotransformacdo e clearance de substancias enddgenas e exdgenas
circulantes: amodnia, hormonios esteroides, proteinas séricas, farmacos,
toxinas, contaminantes ambientais, alcool e até produtos de degradacao
bacteriana originados do trato gastrointestinal. Como principal 6rgédo envolvido
na regulacdo do metabolismo energético do organismo, controla o estoque de
glicogénio, a homeostase de glicose e a sintese e transporte de colesterol
(Chiang 2014). Ainda, do ponto de vista imunologico, o figado € um 6rgéo
importante, responsavel pela producdo de proteinas de fase aguda,
componentes do complemento, citocinas e quimiocinas e um componente
critico na defesa contra infec¢do por via sanguinea, com papel na deteccdo e

clearance de patégenos (Jenne and Kubes 2013).

Correspondendo a 80% da massa hepatica, os hepatdcitos sdo as
principais células do parénquima e realizam a maioria das fungdes metabdlicas
e secretoras atribuidas ao 6rgdo, o que requer em termos energéticos, que
sejam células muito ativas. Assim, uma particularidade dos hepatécitos é
possuir um grande numero de mitocondrias em seu citoplasma, abundante
reticulo endoplasmatico, além de conter mudltiplas cépias do genoma
acumuladas em seus nudcleos (Duncan 2013). O segundo tipo celular mais
abundante sdo as células endoteliais sinusoidais (LSECs), bastante
diferenciadas do endotélio convencional. As LSECs sdo células altamente
delgadas, fenestradas e desprovidas de lamina basal, o que permite um fluxo
bidirecional de substancias do plasma para o hepatdcito e um contato intimo,
embora seletivo, de células carreadas pelo sangue com o paréquima hepatico
(Hickey and Westhorpe 2013).

Para cumprir a funcdo imunologica do figado, inidmeras populacdes de
células imunes tanto residem quando transitam pelo orgédo (llustragdo 1). As
células de Kupffer (KCs), a maior populacdo de macrofagos residentes do
corpo, sdo encontradas dentro dos sinusoides hepéaticos, sobre as LSECs. Tal
localizacéo estratégica deixa as KCs diretamente expostas ao fluxo sanguineo,

permitindo a fagocitose de contetudo direto da microcirculacdo hepética.
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Juntamente com as LSECs, KCs formam o maior sistema reticulo-endotelial do
organismo, cuja funcéo basica é capturar antigenos, microrganismos e células
senescentes, e elimin-los do sangue (Jenne and Kubes 2013). Esta funcéo de
filtro impede que grandes quantidades de lipopolissacarideo, restos celulares e
microrganismos da microbiota atinjam a circulacdo sistémica, prevenindo a
disseminacgdo de patégenos em condi¢cdes homeostéticas e de doenca (Balmer
et al. 2014). Outra populacdo de células residentes hepaticas foi descrita
recentemente ocupando o espaco subcapsular. Ainda ndo esta claro se essas
células correspondem a células dendriticas (DCs) subcapsulares (David et al.
2016; Freitas-Lopes et al. 2017) ou a uma populacdo de macréfagos
fenotipicamente e espacialmente divergente das KCs (Sierro et al. 2017). Uma
vez que a capsula hepatica esta exposta a cavidade peritoneal, permitindo uma
comunicacdo entre os compartimentos, pode-se inferir que a localizacéo
dessas células € estratégica para prevenir a disseminacdo de bactérias da
cavidade peritoneal para o figado. Essas células, diferente das KCs, parecem
nao fagocitar diretamente patdgenos, mas sim recrutar outro grupo de células
fagociticas, os neutrofios. Em condi¢cdes fisioldgicas, poucos neutrofilos séo
encontrados no figado. No entanto, a populacdo de neutréfilos pode aumentar
rapidamente em resposta a um estimulo patogénico (Gregory et al. 1996) ou
estéril (Marques et al. 2012; McDonald and Kubes 2016).

Além de células mieloides, distintas popula¢cbes de linfocitos habitam o
figado, protegendo o corpo contra infeccbes e tumores, contribuindo tanto para
a regulacdo quanto amplificacdo de processos patologicos, como desordens
autoimunes e alérgicas (Doherty 2016) e modulando a inflamacdo em uma
variedade de doencas hepaticas (Adams et al. 2010). Localizados
intravascularmente, nos septos de tecido conjuntivo ou intercalados entre as
células do parénquima hepético (Heymann and Tacke 2016), as populacfes de
linfécitos incluem células do sistema imune inato e do sistema imune
adaptativo, sendo que sua composicao difere da do sangue ou de qualquer
outro tecido (Jenne and Kubes 2013). Os linfocitos imunes que participam da
imunidade adaptativa orquestram respostas potentes e altamente especificas
contra patdgenos invasores (Wong et al. 2016) e incluem os linfécitos B e as
células TCD4" e TCD8". Ja os linfécitos que participam da imunidade inata
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respondem rapidamente a ligantes conservados expressos por patdogenos

microbianos, células infectadas por patégenos ou células tumorais e incluem as

células natural killer (NK). T natural killer (NKT) e Tvd .

M caerie el
WA ypffer Cell @ revatocyte
@ Nevtrophi @@y Mesothelial Cell
. B Lymphocyte
Liver Sinusoidal
. T Lymphocyte Endothelial Cell (LSEC)

. NK Cell % Liver Lobule

® e @ roraivrince

@ vonocytes

llustragdo 1. Estrutura do l6bulo hepatico. Organizacdo dos componentes de um I6bulo
hepatico. Corddes de hepatdcitos entremeados por capilares sinusoides, células imunes no
interior dos vasos e no espago subcapsular. Artéria hepatica, veia porta e ducto biliar
formando o espaco porta; veia centrolobular, destino do sangue proveniente do espaco porta.
Adaptado de Freitas-Lopes et al. 2017.

1.2. O figado embrionario

O processo de embriogénese hepatica € bastante conservado entre as
espécies de vertebrados. Considerando que uma gestagcdo normal de
camundongo dura de 19-21 dias, o figado comeca a se formar no dia E9.0 (dia
embrionario 9.0), a partir do endoderma do dominio ventral do intestino
adjacente ao mesoderma cardiaco e septo transverso, que se torna mais
espesso para formar o diverticulo hepatico (Gordillo et al. 2015).
Subsequentemente, o diverticulo se expande e o endoderma passa de uma
monocamada de células cuboides para uma multicamada de células
pseudoestratificadas, os hepatoblastos, que proliferam e invadem o septo
transverso, formando o primérdio do figado (Bort et al. 2006). Hepatoblastos

sdo células precursoras bipotenciais e, por volta do dia E13.5, os mais
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préximos a veia porta se diferenciam em colangiécitos, e os mais distantes se
diferenciam em hepatdcitos, as principais células constituintes do parénquima
hepético (Ruebner et al. 1990). Esse processo de maturacdo continua ainda
pelo periodo apds o nascimento (Gordillo et al. 2015). No dia E9.5, o figado
inicia seu papel hematopoiético, sendo o principal sitio de hematopoiese fetal
(Lee et al. 2012).

A hematopoiese envolvendo o figado fetal ocorre em duas ondas
diferentes: uma transiente-definitiva e outra definitiva (llustragéo 2) (Hoeffel and
Ginhoux 2015; Ginhoux and Guilliams 2016). Em ambas, o figado ndo é capaz
de produzir progenitores de novo, mas sim de recrutd-los do saco vitelinico e
outros sitios hemogénicos do embrido para iniciar a hematopoiese (Swiers et
al. 2013). A transiente-definitiva envolve a emergéncia de progenitores eritro-
mieloides (EMPs) e linfo-mieloides (LMPs), que emergem do endotélio
hemogénico do saco vitelinico nos dias E8.5 e 9.5, respectivamente. Uma vez
estabelecida a circulagéo no feto, tais progenitores migram entado, para o figado
e iniciam a primeira fase da hematopoiese intra-embrionéaria, sofrendo ali,
expansao e diferenciacdo, antes de colonizarem outros tecidos (Hoeffel and
Ginhoux 2015). As EMPs dé&o origem as populacdes de macréfagos residentes
no adulto — incluindo as células de Kupffer — que se auto-renovam e sdo
independentes de mondcitos da medula (Yona et al. 2013). A onda definitiva se
inicia no dia E10.5 na aorta-gdbnada-mesonefros (AGM) do embrido com o
surgimento de células tronco hematopoiéticas (HSCs), que colonizam o figado,
estabelecendo a hematopoiese definitiva até os tempos tardios da gestacao
(Ginhoux and Guilliams 2016). Do figado, essas células colonizam a medula
Ossea, levando a geracdo das HSCs encontradas na medula éssea dos

adultos.

Nesse periodo embrionério, hematopoiese e desenvolvimento do figado
co-existem. De forma interessante, num primeiro momento, em que a
hematopoiese esta em fase expansiva — com pico de atividade no dia E14.5 —,
algumas funcbes metabdlicas hepaticas estdo reduzidas, de acordo com a
ainda incompleta formacéo dos hepatdcitos (Gordillo et al. 2015). A medida que
ocorre a diferenciacdo dos hepatoblastos e maturacdo dos hepatdcitos, o 6rgéo

nao suporta mais essa funcdo, que entdo, € assumida pela medula Ossea
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pouco antes do nascimento (Gruppuso and Sanders 2016). Com a reducédo da

hematopoiese no dia E15.5, fun¢bes hepaticas aumentam (Guo et al. 2009).

Placenta Fetal Bone Marrow

Fetal Liver

HSCs
T

=

\ |

Organs (except brain)

-

Umbilical Cord

Aortic lumen

Hemogenic endothelium

llustracdo 2. Hematopoiese no figado embrionario. Diferentes ondas de precursores
provenientes do saco vitelinico (EMPs e LMPs) e outros sitios hemogénicos do embrido
(HSCs) colonizam o figado fetal, sustentando a hematopoiese. Do figado, essas células
colonizam outros érgéos, incluindo a medula éssea. Adaptado de Freitas-Lopes et al. 2017.

1.3. O figado neonatal

O processo de organogénese e desenvolvimento embrionario hepaticos
sdo bem descritos, incluindo a origem do figado, os fatores de transcricdo
envolvidos na especificacdo do oOrgdo, a funcdo hematopoiética e a
diferenciacao dos tipos celulares (Si-Tayeb et al. 2010; Gordillo et al. 2015). Da
mesma forma, inUmeros estudos descrevem o papel do figado no adulto,
destacando sua importante funcdo metabdlica, catabdlica, excretora, secretora,
de sintese e armazenamento e de defesa imunolégica (Chiang 2014). Apesar
de estudos em humanos elucidarem parte da fisiologia hepéatica neonatal
(Grijalva and Vakili 2013), o periodo pés-nascimento é muitas vezes,
negligenciado no que diz respeito a organizacdo morfologica e composi¢cao
celular, sendo considerado semelhante ao do adulto. Buscamos assim, por
meio desse trabalho, estudar as particularidades do desenvolvimento hepatico

neonatal.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Estudar as mudancas morfologicas, imunoldgicas e funcionais durante o

desenvolvimento pés-natal do figado.

2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar a arquitetura hepatica ao longo do desenvolvimento pés-
natal, no que diz respeito a organizacdo do parénquima, das células imunes e

da microvasculatura;

2. Determinar a composicao celular imune do figado nas diferentes fases

do desenvolvimento;

3. Estudar a compartimentalizagéo das diferentes populacbes mieloides

Nno nos espacgos subcapsulares e parenquimais;

4. Avaliar parametros de funcéo hepatica — depuracao de substancias e

producdo de transaminases — ao longo do tempo;

5. Estudar as similaridades do perfil arquitetural e celular hepatico

usando biopsias de figados de neonatos humanos.
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3. METODOLOGIA
3.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 WT provenientes
do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO/UFMG); e C57BL/6 CX3CR1%"™ (B6.129P-Cx3crltmlLitt/J) e LysM-
EGFP (Lyz2tml1.1Graf), provenientes do Biotério do Laboratorio de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais. 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 luz/escuriddo, com racdo (NUVILAB) e &gua ad libitum. Os
procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com as normas da
Comisséo de Etica de Uso Animal da UFMG (CEUA 34/2017).

3.2. Citometria de massa
3.2.1. Obtencao de células totais e células ndo-parenquimais hepaticas

Para os tempos de 0 dia e 1 semana, foram obtidas células totais
hepéticas, devido a uma limitagdo na separacdo das células parquenquimais
dos hepatocitos por centrifugacdo diferencial. Para os tempos de 3 e 8
semanas, as células ndo parenquimais foram isoladas, conforme descrito
anteriormente (David et al. 2017). De forma resumida, os camundongos foram
anestesiados intraperitonealmente (i.p.) (ketamina 80 mg / kg e xilazina 15 mg /
kg; Syntec), sangrados; os figados removidos, picados, e digeridos em meio
RPMI 2% SFB com colagenase tipo 8 (0,25mg / g animal; Sigma-Aldrich) sob
agitacao constante, a 37°C, por 45 minutos. A suspenséo foi centrifugada a 300
xg, 4°C por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet de células,
correspondendo ao figado total, foi utilizado para os animais de O dia e 1
semana. Para os demais, o pellet foi ressuspendido em meio RPMI 2% SFB e
centrifugado a 60 xg, 4°C, por 3 minutos, para separacdo dos hepatdcitos. O
sobrenadante resultante foi colhido e centrifugado novamente a 60 xg, 4°C, por

3 minutos. O sobredanante resultante foi filtrado em cell strainer de 70 um
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(Becton-Dickinson) e centrifugado a 300 xg, 4°C, por 5 minutos. O pellet final
de células, correspondendo as células ndo parenquimais foi utilizado para os
animais de 3 e 8 semanas. Nos isolados de células foi entdo empregada a

técnica de citometria de massa.

3.2.2. CyTOF

Para citometria de massa (time-of-flight mass cytometry — CyTOF), apds
a etapa de isolamento celular, 1 x 10° células foram marcadas com anticorpos
conjugados a radioisétopos na diluicdo de 1:100, como descrito previamente
(Becher et al. 2014; David et al. 2017). A lista completa dos 30 anticorpos
utilizados se encontra no anexo |. As amostras foram adquiridas no citbmetro
Helios Mass (Fluidigm, South San Francisco, CA) e os dados foram plotados

utilizando anélise ViSNE. Os eventos foram plotados dentro das células CD45".

3.2.3. Estratégias de gates

A representacdo de dot plot da andlise VISNE de todas as idades (um
animal representativo) se encontra no anexo ll, bem como as porcentagens
referentes a cada animal. As populacdes de leucécitos foram definidas por
meio da estratégia abaixo.

Populacdes Estratégia

Ly6C™ Ly6G*
Granulécitos

F4/80" SiglecF*
Monécitos Ly6C" Ly6G™ F4/80""
CD11c® MHCII* CD26"
Macréfagos/DCs _
F4/80"
Células B CD19"
Células NKT CD3" NK1.1"
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CD3" NK1.1 CD4"
Células T
CD3" NK1.1 CD8"

Células NK CD3 NK1.1"

Mondcitos/Macréfago , N
Ly6C" F4/g0"/mt
(indefinido)

Lin-CD117*
Precursores
CD11b™" cD117* Ly6C*

3.3. Microscopia
3.3.1. Cortes congelados

Os animais foram anestesiados i.p. e perfundidos via transcardiaca com
20mL de solucdo 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 em
solucdo de sacarose a 15% (por 1 hora) e 30% (por 3 horas ou overnight).
Apés, os tecidos foram montados em OCT, congelados instantaneamente em
nitrogénio liquido e entdo seccionados a 12 ym (-22 °C) em criostato (Leica
CM3050 S). Laminas contendo as seccdes de tecido foram imersas em solucao
tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) por 15 minutos e submetidos a recuperacao
antigénica em tampao citrato 0,06% (pH 6,0) e agquecimento em microondas
por 10 minutos. ApOs permeabilizacdo por 15 minutos em solucdo PBS
contendo 0,5% de triton X-100, os cortes foram submetidos ao bloqueio de
ligacdes inespecificas pela incubacdo por 1 hora com soro normal de cabra
(NGS) a 3% e em seguida, incubados overnight (4°C) com o anticorpo primario
camundongo anti-albumina (clone 188835, RD systems) diluido 1:250 em PBS.
Para os controles negativos, os cortes foram incubados em auséncia do
anticorpo primario. Apés lavagens em PBS, os cortes foram incubados por 2
horas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario cabra-anti-

camundongo conjugado com Alexa 647 (clone Poly4055, BioLegend) diluido 1:

23



100 em PBS. O nucleo das células foram contracorados com 4,6-diamidino-2-
phenylindole staining (DAPI - D1306, Life Technology). As laminas obtidas
foram montadas em glicerol contendo Tris-HCI 0,1M na proporcao (9:1) e
seladas. A fluorescéncia foi observada no microscopio confocal confocal Nikon
Eclipse Ti A1 (Nikon, Jap&o).

3.3.2. Metacrilato

Os animais foram anestesiados i.p. e perfundidos via transcardiaca com
20mL de solucdo 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 e, lavados em salina tampao fosfato (PBS),
desidratados em série crescente de etanol e incluidos em resina
glicolmetacrilato (Technovit 7100 — Heraeus Kulzer, Alemanha), de acordo com
orientagdes do fabricante. Sec¢des de 3 um de espessura foram obtidas dos
tecidos emblocados e as laminas resultantes foram hidratadas em agua
destilada precedente a coloracdo com azul de toluidina-borato de so6dio para
analise. A visualizacdo dos cortes foi feita em um microscépio Optico BX41
(Olympus) e as imagens obtidas utilizando uma camera Moticam 2500 (Motic) e

o software Motic Image Plus 2.0ML.

3.3.3. Microscopia ex vivo

Os animais receberam uma dose intravenosa (i.v.) dos anticorpos
fluorescentes anti-F4/80 phycoerythrin (0,1 ug/g, clone BM8, BioLegend) e anti-
CD31 BV-421 (0,15 pg/g, clone 390, BD) ou anti-CD31 APC (0,3 ug/g, clone
390, BiolLegend). Apés 10 minutos, foram anestesiados, sangrados e 0s
figados retirados para observagdo ex vivo utilizando o microscépio confocal
Nikon Eclipse Ti Al (Nikon, Japdo). Duas estratégias de imagens foram
utilizadas: imagens transversais e através da capsula, conforme ilustracao
abaixo. ApoOs aquisicdo, as imagens foram geradas no programa Volocity
(PerkinElmer).
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llustracéo 3. Estratégia utilizada para imagens ex vivo.

3.3.4. Histologia dos figados humanos

As amostras de figados humanos foram recebidas da Faculdade de
Medicina da UFMG fixadas em formol 4% tamponado. Posteriormente, foram
desidratadas em solu¢cBes de alcool etilico, banhadas em xilol e incluidas em
blocos de parafina histoldgica. Cortes teciduais de 5 um de espessura foram
obtidos utilizando micrétomo e corados com hematoxilina & eosina (H&E). A
visualizacdo dos cortes foi feita em microscopio Nikon Eclipse E600 e as
imagens obtidas utilizando o sistema de imagem Axiocam (Zeiss). Os
procedimentos realizados estéo de acordo com as normas da COEP (CAAE —
00907612.0.0000.5149).

3.3.5. Quantificacdo do numero de células e analise dos espacos

avasculares

A quantificagdo celular e a analise dos espacos avasculares foram feitas
com o auxilio do software ImageJ. Nos parametros avasculares, consideramos
0 eixo mais longo, a area, o perimetro e a circularidade (consideramos a média

dos espacos mais circulares encontrados igual a 1), conforme ilustrado abaixo.
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llustracédo 4. Estratégia utilizada para analise dos espagos avasculares.

3.4. Ensaios enziméaticos

Para determinar a atividade das transminases alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato transaminase (AST) no figado, foram utilizados os Kkits
transaminase ALT cinético e AST cinético (Bioclin), respectivamente. Para os
testes, 50 mg de tecido foram homogeneizados em salina em macerador de
tecidos, centrifugados a 10000 rpm, 10 minutos, 4°C. O sobrenadante
resultante foi utilizado como amostra. Em suma, os testes consistem em duas
reacoes, em que primeiramente as enzimas catalisam reacdes de transferéncia
de grupamentos aminas, gerando produtos que reagem com o NADH
oxidando-o a NAD". A velocidade de diminuicdo da concentracdo de NADH é
proporcional a atividade das transaminases. As medidas foram feitas como
quatro leituras de absorbancia a 340 nm, 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, sendo entdo expresso em U/L/mg. Estes

métodos sdo recomendados pela International Federation of Clinical Chemistry.

3.5. PCR em Tempo Real (QPCR)
3.5.1 Extracao de RNA

A extracdo de RNA total do figado foi realizada com o auxilio do kit

ReliaPrepTM RNA TissueMiniprep System, Promega® e seguindo o protocolo
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do fabricante. Os fragmentos retirados do figado, juntamente com tampéao de
lise, foram homogeneizados em macerador de tecidos, centrifugados a 14000
Xg , 3 minutos. Ao sobrenadante, foi adicionado isopropanol para precipitacéo
do material genético. A solucdo foi entdo transferida para uma minicoluna,
seguido de centrifugacdo a 14000 xg por 1 minuto. Apos lavagem com RNA
Wash Solution a 14000 xg por 1 minuto, o liquido do tubo coletor foi descartado
e DNase foi adicionada a coluna para degradacdo do DNA. Apds 15 minutos,
seguiu-se 3 etapas de lavagens para retirada de sais, proteinas e outros
componentes celulares (adicdo de Column Wash Solution, RNA Wash Solution
e centrifugacdes). Por fim, o RNA foi desligado da coluna pela adicdo de
Nuclease-free Water, seguido de centrifugacdo a 14000 xg por 1 minuto, e
coletado em microtubos de polipropileno Eppendorf®. O RNA obtido foi
guantificado em NanoDrop®, com leitura em 260nm, e armazenado até o uso

em freezer -80°C.

3.5.2. Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, utilizou-se o iScript cDNA Synthesis Kit,
BioRad® seguindo as instrucdes do fabricante. A 1ug da amostra de RNA
foram adicionados iScriptReaction Mix 5X, transcriptase reversa e agua
nuclease-free. As reacdes seguiram entdo, para 0 termociclador onde
permaneceram por 5 min a 25°C para anelamento dos primers, 20 min a 46°C
para acdo da enzima transcriptase reversa e 1 min a 95°C para inativagao da

enzima. As amostras foram, entdo, armazenadas a -20°C.

3.5.3. PCR quantitativo (qPCR)

Para a validacdo dos resultados de PCR em tempo real, utilizou-se
GAPDH como controle enddgeno, ja determinado previamente como o melhor
normalizador para os genes avaliados no figado. O nivel de expresséao de ALT
e AST foi determinado utilizando-se SYBR® Green gPCR SuperMix
(InvitrogenTM, EUA), primers especificos e 0 cDNA produzido. O protocolo de

amplificacdo constituiu-se de desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos,
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seqguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento /
extencdo a 60°C por 1 minuto. Em todas as reacées foi utilizado um controle

negativo. As sequéncias dos primers para os genes relacionados foram:

Gene Primer Sequéncia
Foward 5'ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA3’
Gapdh
Reverse 5'CGGCCAAATCCGTTCACACCGAZ’
Foward 5'AACCATTCACTGAGGTAATCCGA3’
ALT
Reverse 5'GGGCTGTTTAGTAGGTTTGGGTA3’
Foward 5'"GCGCCTCCATCAGTCTTTGY
AST
Reverse 5’ ATTCATCTGTGCGGTACGCTC3

A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de
iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na
eficiéncia de amplificacdo. Os Cts obtidos para 0s genes de interesse foram
normalizados subtraindo-se o valor do Ct obtido para o gene de referéncia
(GAPDH) de cada amostra. Com esse valor, agora chamado de ACt, calculou-
se 0 AACt, que corresponde ao ACt amostra — ACt do controle. Nesse estudo,
o controle utilizado foi o adulto (8 semanas). A relacdo da expressao génica
entre a amostra e o controle foi calculada utilizando a férmula 2 —AACt. Todas
as amplificagcbes foram seguidas de uma curva de dissociacdo, chamada
‘curva de melting”, na qual foi avaliado se nédo houve formacdo de produtos

inespecificos, comprovando a especificidade da reacéo.

3.6. Teste de depuracao do verde indocianina (cardiogreen)

O teste de funcdo hepatica foi realizado por meio do clearance do verde
de indocianina do sangue. Os animais receberam via i.v. uma solucdo de 20

mg/Kg do corante (ICG — cardiogreen, Sigma Aldrich) diluido em agua tipo I.
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Apo6s 10 minutos, os animais foram anestesiados, eutanasiados e 0 soro
coletado. As amostras foram diluidas e a absorbancia medida em 800 nm em
leitor de microplacas (Versa Max Microplate reader). O resultado obtido foi

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

3.7. Andlise Estatistica

Os graficos e estatistica foram feitos com o auxilio do software
GraphPad Prism 6. Os resultados foram apresentados como a média * erro
padrdao da média. A comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se one-way
ANOVA, com pos-teste de Dunnett. Todos os grupos foram comparados ao
grupo 8 semanas. O nivel de significancia foi definido como p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. A arquitetura do parénquima hepatico muda durante o

desenvolvimento

Visando caracterizar a arquitetura hepatica, observamos cortes
histologicos de figados ao longo do desenvolvimento, por diferentes técnicas
histopatolégicas. Tanto cortes de material incluido em metacrilato quanto
congelados revelaram mudancas na arquitetura do parénquima, no que diz
respeito a densidade, organizacdo e composicado celulares (Figura 1A, 2A).
Podemos perceber uma maior densidade de células (nucleos) nos animais
mais novos, que cai com o tempo (Figura 2B). Nos dias 0 e 4, percebemos a
presenca de aglomerados celulares, “ilhas de células”, que se tornam menos
comuns nas semanas seguintes, até praticamente desaparecerem na 32, 42 e
82 semana. A composi¢do celular parece variar também entre as idades. Nos
animais adultos (8 semanas), observamos grandes células, com aspecto de
hepatdcitos, organizadas em corddes, com limites celulares bem definidos,
citoplasma abundante e algumas binucleadas. Nucleos nos espacgos entre 0s
corddes de células — possivelmente vasos — sdo também vistos. Esse padréao
também é observado na semana 3 e 4 — porém as ceélulas aparentam ser
menores — e parece ficar cada vez mais desorganizado nas idades mais novas,
nas quais os limites celulares ndo sdo muito claros e os nucleos parecem
envoltos por um fino citoplasma, caracteristica de células imunes. Grandes
figuras célulares que se assemelham a megacaridcitos séo comuns nos cortes
dos dias 0, 4 e na semana 1 e menos comuns, mas encontradas, na semana 2
(Figura 1B, 2C).
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4 dias

1 semana
2 semanas

Figura 1. Arquitetura do parénquima hepatico durante o desenvolvimento. (A)
Histologias de cortes de figados incluidos em metacrilato e corados por azul de toluidina. A
barra de escala representa 40um. (B) Cortes evidenciando megacaridcitos (setas). A barra de
escala representa 20pum.
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Figura 2. Arquitetura do parénguima hepatico durante o desenvolvimento. (A)
Histologias de cortes congelados do figado, mostrando autofluorescéncia (verde) e ndcleos
celulares (azul). (B) Quantificacdo do nimero de nucleos por campo. (C) Cortes evidenciando
megacariécitos (setas). NiUmero de animais por grupo = 3. Campos contados por animal = 3. *
indica significAncia estatistica em relagdo ao 8 semanas (p<0,05). A barra de escala
representa 30um.
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4.2. Coloracdo para albumina confirma organizacdo de corddes de

hepatécitos em estagios mais tardios do desenvolvimento

A observacdo da autofluorescéncia do citoplasma hepatico revelou uma
estrutura histologica confusa no neonato e mais organizada no adulto, no qual
corddes de células com caracteristicas de hepatdcitos sdo observados. Assim,
buscamos visualizar tais tipos celulares por meio da marcacdo com anti-
albumina, uma vez que essa proteina é especialmente produzida por
hepatécitos. A coloragdo nos estagios iniciais se mostrou inconclusiva e
novamente, ndo conseguimos definir bem a estrutura do tecido, individualizar
ou determinar quais ceélulas seriam hepatécitos (Figura 3A). Em estagios
posteriores, entretanto, conseguimos identificar melhor os limites celulares e a
marcacao citoplasmética, confirmando que os corddes de células eram de fato,

hepatdcitos.
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Figura 3. Visualizacéo do
paréngquima hepatico pela marcagao
para albumina. (A) Imunofluorescéncia
de cortes congelados com marcacgao
para albumina (roxo) e nicleos (azul).
(B) Controle negativo, na auséncia do
anticorpo primario. A barra de escala
representa 30um.
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4.3. Mudancas vasculares acompanham as modifica¢cdes celulares

Uma vez que, no figado adulto, os longos cordfes de hepatdcitos estao
entremeados por capilares sinusoides e modificagbes na organizagcdo do
parénquima hepatico foram observadas, buscamos visualizar a vasculatura do
orgdo por meio de microscopia ex vivo, em gque 0S animais receberam anti-
CD31-APC ou BV421, para visualizacdo dos vasos. Grandes mudancas na
malha vascular puderam ser percebidas (Figura 4A). A estrutura vascular no O
dia assemelha-se a uma colméia, com os vasos apresentando um comprimento
curto antes de se ramificarem. Com o tempo, 0s vasos se tornam cada vez
mais alongados. Os espacos avasculares — possivelmente ocupados pelos
hepatécitos e ilhotas de células — passam de espac¢os mais circulares (Figura
4B) para espacos mais alongados (Figura 4C), apresentando maior area
(Figura 4D) e perimetro (Figura 4E).
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Figura 4. Estrutura vascular hepatica ao longo da vida. (A) Microscopia ex vivo, mostrando
sinusoides (azul). (B-D) Quantificacdo dos espagos avasculares. (B) Circularidade (1 =
espacos mais circulares encontrados). (C) Eixo mais longo. (D) Area. (E) Perimetro. Namero
de animais por grupo = 3. Campos contados por animal = 3. Espacos avasculares medidos
por campo = 20. * indica significAncia estatistica em relacdo ao 8 semanas (p<0,05). A barra
de escala representa 90um.
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4.4. A composicéo celular imune muda drasticamente ao longo do tempo

Visto que a densidade de células € muito diferente no neonato
comparado ao adulto, estudamos a composicdo celular do figado das
diferentes idades, buscando identificar quais as populagdes celulares
presentes. Para tal, empregamos a técnica de citometria de massa, em que
is6topos de metais elementais sdo conjulgados a anticorpos monoclonais, o
que permite a analise de mais de 30 marca¢des simultaneamente, com minimo
overlap entre canais. Considerando os eventos CD45" e, de acordo com os
marcadores escolhidos, encontramos diferentes populacdes celulares, sendo
que no 0 dia, 22 populacdes foram identificadas; na semana 1, 19; na semana
3, 14; e na semana 8, 15 (Anexo |). Essas populacdes foram agrupadas nos

grandes grupos de leucdcitos (Figura 5A).

Nos animais 0 dia, granulécitos (neutrofilos e eosinofilos) sdo os
principais tipos celulares presentes no figado (~35%) (Figura 5B), seguidos de
células B (~18%) (Figura 5J). Outros linfocitos, como as células T, NKT e NK
estdo presentes em em menor quantidade (~1,1%) ou nao foram detectados
(Figura 5G-I). Células precursores foram encontradas (~11%) (Figura 5F), bem
como uma populacdo indefinida de macréfagos ou mondcitos (~3%) (Figura
5E). Mondcitos estdo aumentados em numero em relacdo ao adulto (11%
versus 7%) (Figura 5C), enquanto macrofagos e dendriticas diminuidos (3%
versus 17%) (Figura 5D). De forma interessante, nos neonatos 0 dia — e
apenas em tal grupo —, uma porcao consideravel dos leucdcitos encontrados
eram CD45"".

Apos uma semana de vida, modificagcbes nesse perfil celular foram
percebidas. Os granuldcitos continuam majoritarios (~45%) (Figura 5B), mas as
células B apresentam-se reduzidas (~3%) (Figura 5J). Outros linfécitos
aumentam (T ~4%, NKT ~5% e NK ~6%) (Figura 5G-I). Ha ainda presenca de
precursores (~9%) (Figura 5F) e uma populacdo indefinida ainda maior de
macrofagos ou monadcitos (~8%) (Figura 5E). Mondcitos continuam em maior
namero comparado ao adulto (~11%) (Figura 5C) e macréfagos e dendriticas

em menor (~5%) (Figura 5D).
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Na terceira semana, a composicdo celular sofre uma profunda
modificacdo e se assemelha mais aquela observada no adulto. O nimero de
ganuldcitos (~15%) e mondcitos diminui significativamente (~7%) (Figura
5B,C), enquanto o de linfocitos T, NKT e NK aumentam (~18%, ~11 e ~11%,
respectivamente) (Figura 5G-lI) e a populacdo indefinida e os precursores
(Figura 5F) ndo sdo mais detectados (Figura 5E, F). A frequéncia de
macréfagos e dendriticas aumenta (~12%) (Figura 5D), assim como as células
B (~20%) (Figura 5J).

No adulto, as popula¢gdes imunes hepaticas podem ser divididas em dois
grandes grupos, sendo ~2/3 composta por linfécitos (Figura 5G-J) e ~1/3 por
macréfagos, DCs, mondcitos e granuldcitos (populagdes mieloides) (Figura 5B-
D). E na idade adulta, entretanto, que encontramos a maior populacdo de
macrofagos e dendriticas (~16%) (Figura 5D) e de células B (~35%),
comparadas aos outros tempos. Um heat map resumindo as porcentagens em
todas as idades foi gerado, no qual podemos perceber a inversdo po perfil

celular de mieloide no inicio para linfoide no fim (Figura 5K).
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4.5. O perfil mieloide também é observado por imagem ex vivo

Tendo observado que apés o nascimento (0 dia e 1 semana) a
composicdo celular € predominantemente mieloide e que tal perfil se inverte a
partir da 32 semana (Figura 5K), buscamos visualizar essas células por
microscopia ex vivo. Para isso, utilizamos um animal em que a proteina
fluorescente GFP esta sobre controle do promotor da lisozima M, de maneira
que neutrofilos, mondcitos e macréfagos apresentam fluorescéncia. De
encontro com o CyTOF, nas idades iniciais — especialmente até a 22 semana —,
podemos perceber uma maior quantidade de células LysM™ (Figura 6). Além do
namero, as células mudam seu formato e fluorescéncia, sendo arredondadas e
muito brilhantes nos animais mais novos e alongadas e menos brilhantes nos

mais velhos.
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Figura 6. Células LysM" no figado
ao longo do desenvolvimento.

Microscopia ex vivo do 06rgéo
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representa 60um.
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4.6. Uma populacdo com marcacdo tanto de macrofago quanto de

monaocito é também vista por imagem

Uma vez que encontramos nos tempos de 0 e 8 dias uma populacao
indefinida, que pode ser tanto macréfagos quanto mondcitos (Figura 5E),
buscamos, por meio de imagens identificar essas populacdes celulares. Assim,
utilizamos animais em que um dos alelos do gene CX3CRL1 esta substituido por
GFP, de maneira que precursores mieloides, mondécitos e uma populacdo de
células dendriticas subcapsulares hepéticas expressassam GFP. Além disso,
injetamos nos animais, antes das imagens ex vivo, anti-F4/80-PE, o melhor
marcador para células de Kupffer e ainda anti-CD31-APC ou BV421, para
visualizagdo dos vasos. Um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa
(David et al. 2016) caracterizou bem a distribuicdo das células CX3CR1" e
F4/80", sendo que a primeira se encontrava predominantemente subcapsular
(DCs subcapsulares), apesar de também ser encontrada no interior do figado
ao redor dos grandes vasos ou no interior dos vasos (mondcitos), e a segunda
localizada dentro dos vasos (células de Kupffer). Assim, fizemos imagens

transversais do figado, que mostram a capsula envolvendo o érgédo (Figura 7).

No adulto, confirmamos a compartimentalizacdo celular visualizada
anteriormente. Entretanto, em animais neonatos, observamos que as células
CX3CRL1" se encontram localizadas por toda a extens&o do figado. Tais células
vao desaparecendo do interior do 6rgdo ao longo do desenvolvimento (Figura
8A, B). Ja as células F4/80" estdo presentes em nimeros similares em todas
as idades (Figura 8C, D). Quando olhamos a sobreposicdo entre as imagens,
percebemos que muitas das células F4/80" sdo também positivas para
CX3CR1" nos animais mais novos (Figura 8G). Tais células duplo positivas
reduzem em numero com o tempo (Figura 8F) e no adulto, o compartimento
mais interno do 6rgdo se torna predominantemente ocupado por células F4/80*
(Figura 8H). Mudancas no formato celular sdo também observadas, com as
células passando de um formato ameboide no comeco da vida, para um
formato estrelado ou dendritico no adulto. A sobreposicdo com o0s vasos

(Figura 8G) mostra que as celulas ocupam o compartimento intravascular.
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0 dia 4 dias 1 semana 2 semanas

DD
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Figura 8. Células CX3CR1" e F4/80" no interior do figado. (A,C,E,G) Microscopia ex vivo
do 6rgdo evidenciando as células CX3CR1" (verde), F4/80" (vermelho), duplo positivas
(amarelas) e os vasos (azul). (B,D,F,G) Quantificacdo das células. Nimero de animais por
grupo = 3. Campos contados por animal = 3. * indica significancia estatistica em relagdo ao 8

semanas (p<0,05). A barra de escala representa 60um.
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4.7. A populacdo subcapsular CX3CR1" ja estd presente assim que o

animal nasce

Sabendo das mudancas das populaces CX3CR1" e duplo positivas
(CX3CR1" F4/80") no interior do figado ao longo do desenvolvimento,
decidimos estudar a presenca dessas células no espaco subcapsular. Um vez
que por imagem, € dificil excluir as células das camadas mais profundas do
figado, e que nos animais neonatos ha uma grande populacdo de células
CX3CR1" nessas camadas, temos a impressdo de que as idades mais novas
apresentam maior namero de células (Figura 9A). Devido a limitacdo da
técnica, ndo quantificamos as células, como foi feito para o compartimento
interior, pois ndo conseguimos determinar quais células se encontram
realmente no espaco subcapsular. Entretanto, concluimos que, apesar de
morfologicamente muito diferentes das células de um adulto, tais células ja se
encontram abaixo da capsula no dia do nascimento. As células F4/80" e duplo
positivas nessas imagens parecem estar em um plano mais abaixo,
apresentando-se desfocadas (Figura 9B-C). A sobreposicdo com 0s vasos
(Figura 9D) mostra que as celulas ndo ocupam o0 espaco intravascular.
Mudancas na forma sé@o observadas, com as células dos animais mais novos
ameboides ou com curtos dendritos, passando para um formato dendritico no

adulto.
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Figura 9. Células CX3CR1" e F4/80"
no espago subcapsular. (A-D)
Microscopia ex vivo do figado
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(verde), F4/80" (vermelho), duplo
positivas (amarelas) e o0s vasos
(azul). A barra de escala representa
60um.

59



4.8. Agumas funcdes hepéaticas se encontram reduzidas nos neonatos

Uma vez feita a caracterizacdo imune e morfoléfica do figado nas
diferentes idades, buscamos entdo avaliar algumas func¢des hepaticas, que sao
potencialmente exercidas por hepatdcitos. Como o figado produz mais de 60
transaminases, escolhemos duas de maior importancia clinica — utilizadas
como indicativo de lesédo hepatica - e avaliamos sua producdo. Tanto por g°PCR
(Figura 10A, C) quanto por ensaio de atividade (Figura 10B, D), os animais até
a 22 semana apresentaram niveis reduzidos de ALT e AST, sendo que apos 3

semanas de vida, alcancam o adulto.

Para expandir funcionalmente nossos estudos sobre a capacidade
depurativa/metabdlica  hepatica durante as diferentes fases do
desenvolvimento, procuramos um teste funcional. Um teste comum, simples e
mais utilizado na clinica para se avaliar a funcdo hepatica é a depuracao do
corante verde de indocianina (De Gasperi et al. 2016). Esse corante se liga a
proteinas plasmaticas, como a albumina, sendo eliminado exclusivamente
pelos hepatécitos, juntamente com a bile, sem sofrer alteracdo. Assim, o
clearance de ICG indica como esta a funcdo de depuracdo dos hepatécitos, de
forma que quanto menor a quantidade do corante encontrada no sangue,
melhor a funcdo hepatica. Considerando que o adulto apresenta uma funcao
hepatica normal (100%), os animais pelo menos até a 22 semana de vida
possuem um atraso na funcdo de clearance deste corante, e assim como para

0 ALT, apresentam niveis normais apenas na 32 semana (Figura 10E).
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Figura 10. FuncBes hepéticas ao longo do desenvolvimento. (A) Avaliacdo da expressdo
génica de ALT por gPCR. (B) Dosagem da atividade de ALT no figado por ensaio bioquimico.
(C) Avaliagédo da expresséo génica de AST por gPCR. (D) Dosagem da atividade de AST no
figado por ensaio bioquimico. (E) Dosagem do verde de indocianina no soro dos animais, 10
minutos apés a injecao intravenosa do corante. NUmero de animais por grupo = 5. * indica
significAncia estatistica em relagdo ao 8 semanas (p<0,05).
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4.9. Um perfil histoldgico diferente também é observado em neonatos

humanos

Para entendermos se nossos achados com animais de experimentagao
poderiam ser traduzidos para a clinica médica, coletamos amostras de figado
de necrépsias da Faculdade de Medicina da UFMG. De maneira
surpreendentemente similar a camundongos, percebemos que neonatos
humanos (a termo e até 17 dias pos-nascimento) possuem acumulo de células
no figado (Figura 11A, B), uma situacdo intermediaria entre o feto (semana
gestacional 29) e o aduto. Tais células estdo acumuladas em ilhas e possuem
caracteristica de células imunes, com o nucleo pequeno, bem corado e pouco
citoplasma. Figuras celulares com caracteristica de hepatocitos séo
observadas, mas sua organizacdo em corddes nao é tdo evidente como no

adulto.
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Figura 11. Organizagao histologica de figados humanos. (A) Histologias coradas por
H&E de figados humanos de diferentes idades. (B) Quantificagdo do numero de
nucleos por campo. Feto e 17 dias: numero de amostras = 1; campos contados por
amostra = 8. Termo: numero de amostras = 5; campos contados por amostra = 4.
Adulto: nimero de amostras = 4; campos contados por amostra = 4. * indica
significancia estatistica em relacdo ao adulto (p<0,05). A barra de escala representa

30um.
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5. DISCUSSAO

Sendo o figado um Orgao vital para o funcionamento do organismo,
realizando inumeras fungbes essenciais, é de extrema importancia entender
seu desenvolvimento. O desenvolvimento embrionario hepatico tem sido objeto
de estudo de inumeros pesquisadores. Porém, de maneira surpreendente, as
particularidades do desenvolvimento hepatico neonatal sdo muitas vezes
negligenciadas. Assim, buscamos, por meio deste trabalho, caracterizar o
figado de camundongos em diferentes idades pés-nascimento. Nossos dados
demostraram que existe uma enorme diferenca, tanto morfolégica quanto
imunologica e funcional, do figado do neonato em comparacdo ao figado do

adulto.

Nosso estudo se iniciou com a visualizacdo da arquitetura hepatica, por
diferentes técnicas histoldgicas e de imagens. Enquanto o figado do adulto (8
semanas) é completamente organizado em corddes de hepatdcitos
entremeados por sinusoides e a maior parte das células imunes parece estar
dentro dos vasos sanguineos, 0s animais neonatos ndo possuem um padréo
claro de organizagdo, com ilhas de células imunes circundadas por um
parénquima, composto por um agregado homogéneo sem uma clara
compartimentalizacdo, ndo sendo possivel identificar com clareza o que sdo
hepatdcitos (Figura 1, 2). Sendo o figado do neonato um érgdo importante de
reserva para atender as necessidades energéticas do organismo (Grijalva and
Vakili 2013), era de se esperar que a populacdo de células que acumulam
glicogénio no figado — os hepatdcitos — fosse frequente e clara no 6érgéo.
Surpreendentemente, as células mais distinguiveis nos tempos iniciais (0 e 4
dias) foram células imunes, muito mais definidas do que hepatécitos. Nem por
meio de técnicas de imunofluorescéncia especificas, conseguimos identificar
de maneira definitiva tais tipos celulares (Figura 3). A presenca de ilhas de
células imunes, por sua vez, foi observada por todas as técnicas utilizadas, nos
dias 0 e 4, e persistem, embora menos frequentes, até, pelo menos, a segunda
semana. De acordo, a vasculatura nas idades iniciais apresenta uma estrutura
ramificada, assemelhando-se a uma colméia, com espacos entre 0S vasos

circulares, que poderiam acomodar as ilhas celulares; ao contrario do adulto,
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em que os espacos alongados entre os vasos acomodam os cordbes de

hepatécitos (Figura 4).

O figado € um 6rgéo importante para hematopoiese durante um periodo
consideravel do desenvolvimento pré-natal, e tal fungcdo € assumida pela
medula éssea no adulto (Mikkola and Orkin 2006). O periodo pds-nascimento,
entretanto, € controverso e alguns trabalhos assumem que as funcdes
hematopoieticas hepéticas terminam nas fases tardias do desenvolvimento
embrionério (Guo et al. 2009). Nossos dados histopatolégicos fortemente
sugerem a retencdo de uma vasta populacdo de células imunes no figado
durante as primeiras semanas da vida neonatal, de forma que, apds o
nascimento, o 6érgao ainda retém certo potencial hematopoiético ou serve como

reservatorio de células imunes.

Visando caracterizar essas populacdes imunes, realizamos uma
imunofenotipagem em alta dimensédo usando citometria de massa (Figura 5).
Nossos dados indicaram profundas mudancas na composicao imune do figado
ao longo do desenvolvimento. Nos dias 0 e 4, a maior parte das células imunes
sdo da linhagem mieloide, mondcitos estdo aumentados em numero em
comparacdo ao adulto, h4 uma populagdo indistinguivel de mondcitos e
macrofagos e células precursoras hematopoiéticas permanecem no 6rgao. A
partir da 32 semana, o perfil celular se inverte, com células linfoides compondo
a maior parte da populacdo celular, sendo que a populacdo indefinida
(macrofagos/mondcitos) e os precursores ndo sao mais detectados, enquanto
macrofagos e dendriticas aumentam gradativamente sua frequéncia. Podemos
observar, que além de uma completa transicdo no perfil mieloide-linfoide, ha
uma sucessao cronolégica entre a reducdo de precursores, células indefinidas
e mondcitos e o aumento de células maduras residentes — macréfagos e

dendriticas.

As observacdes morfoldégicas e os dados de CyTOF sugerem que o
figado ainda exibe atividade hematopoiética até pelo menos, a primeira
semana de vida, em acordo com alguns trabalhos (Wolber et al. 2002). De
forma interessante, nos animais O dia, as populacbes de células B parecem

exibir um certo grau de imaturidade, uma vez que todas foram fenotipadas pelo
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CyTOF como CD45" — a expressdo de CD45 aumenta durante a maturacao
desse tipo celular (Kirberg and Brocker 1996) — e uma delas expressa, ainda
em sua superficie a molécula CD117, um marcador de células precursoras
(Rumfelt et al. 2006). A linfopoiese no figado ocorre em tempos diferentes,
sendo que, progenitores restritos a linhagem T sdo detectados no dia
embrionério 12 e sua frequéncia cai ao longo da gestacdo — papel assumido
pelo timo (Gale 1987) —, enquanto progenitores de células B s&o raros no inicio
e aumentam no dia embrionario 17.5 (Kawamoto et al. 2000). Isso pode
explicar a relativa auséncia de células T no inicio da vida neonatal e a presenca
de células B com caracteristicas imaturas. Ha ainda, descrito, que coldnias
hematopoiéticas sdo comuns na primeira semana pos-natal e que cada col6nia
contém células de uma linhagem hematopoiética apenas, sendo eritroide,
mieloide ou linfoide pré-B (Rossant et al. 1986). Assim, as ilhas de células
observadas nos cortes histol6gicos poderiam corresponder a tais colonias, em
completo acordo com a imunofenotipagem, que revela a presenca de

precursores mieloides e células B imaturas.

A imunofenotipagem por CyTOF fornece um corpo impressionante de
dados; porém, células em suspensdo perdem o contexto natural onde elas
habitam na realidade in vivo. Baseado no perfil encontrado nas idades iniciais,
buscamos visualizar in situ células mieloides no figado de animais LysM-eGFP
(Figura 6). Em completo acordo com a nossa analise de CyTOF, uma enorme
populacdo LysM® também foi encontrada nestes animais, sendo nos tempos
iniciais, células esféricas LysM™ — provavelmente neutréfilos e monécitos. Nos
tempos tardios, apenas algumas células LysM™ arredondadas s&o encontradas,
sendo a vasta maioria composta por células LysM™", alongadas, em formato de

estrela, correspondendo a populacdo de macrofagos maduros (células de
Kupffer).

Visando ainda, por imagem, estudar a correlacdo temporal entre
precursores, monocitos, macrofagos e células dendriticas reveladas pelo
CyTOF, bem como a localizacdo espacial dessas células nos diferentes
compartimentos hepaticos, utilizamos camundongos CX3CR19"™  Como
descrito previamente, o receptor de quimiocinas CX3CRL1 € altamente expresso

por precursores comuns de macrofagos e dendriticas, incluindo mondcitos
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(Geissmann et al. 2003; Auffray et al. 2009) e por uma populacdo de
dendriticas hepaticas subcapsulares (David et al. 2016). Por meio da marcagao
com anti-F4/80 e anti-CD31, conseguimos também visualizar células de Kupffer
e vasos, respectivamente. Cortes transversais do 6gao revelaram diferencas na
compartimentalizacdo das células CX3CR1" ao longo do desenvolvimento
(Figura 7). Nos animais mais novos, essas células se distribuem por todo o
orgdo, enquanto a partir da 32 semana, se localizam especialmente abaixo da
capsula e ao redor dos grandes vasos. Quando olhamos para o interior do
6rgdo, confirmamos que as células CX3CR1" desaparecem com 0 tempo,
enquanto as células F4/80" permanecem quase inalteradas (Figura 8).
Similarmente as células CX3CR1", a frequéncia das células duplo positivas
(CX3CR1" F4/80%) significativamente reduz com o tempo e células

expressando somente CX3CR1 ou F4/80 podem ser vistas.

Dados prévios do nosso grupo demonstraram que ao depletar fagocitos
hepéticos por lipossomos de clodronato, um precursor duplo positivo € capaz
de repovoar o figado, e posteriormente se diferenciar em macrofagos ou
dendriticas subcapsulares (David et al. 2016). Nossos dados de CyTOF e
imagem sugerem gue, assim como no repovoamento (ap6s uma perturbacao
das populacfes residentes), durante eventos naturais de povoamento celular
em neonatos em desenvolvimeto, células precursoras com caracteristicas
monociticas dao origem a células maduras residentes, que sao realocadas nos

diferetes compartimentos hepéaticos.

Embasados na predominancia de células imunes no figado de neonatos,
buscamos avaliar quais seriam as consequéncias metabdlicas de tal
aglomeracao imunoldgica em um 6rgao classicamente considerado metabdlico.
Para isso, estudamos alguns parametros funcionais hepaticos, como a
producdo de transaminases. Em figados de animais até 2 semanas de vida,
nao consequimos detectar significativa atividade de ALT e AST - dado
confirmado por analises mais sensiveis utilizando gPCR. De maneira
interessante, niveis normais de expresséo e atividade dessas enzimas foram
alcancados apenas na 32 semana (Figura 10). Na clinica, a elevacdo dos niveis
séricos de ALT e AST é um indicativo de lesdo hepatica e, em muitos casos,

uma ferramenta de diagndstico para doencas do figado (Diehl-Jones and Askin
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2003; Giannini et al. 2005). Isso parte do principio basico de que, uma vez que
0os hepatécitos produzem as transaminases, seus estoques intracelulares
escapam das células durante eventos de necrose hepatocelular, sendo
encontrados na corrente sanguinea e suas atividades detectadas no soro.
Assim, é muito importante confirmar se o0s hepatdcitos dos pacientes séo
capazes de sintetizar ALT ou AST, sendo que, se, por alguma razéo,
sintetizarem niveis baixos das enzimas, pacientes com faléncia hepatica —
mesmo com extensiva necrose de hepatdcitos — apresentarao niveis basais ou
baixos de ALT/AST séricas. Nossos dados indicam que — pelo menos em
neonatos — a avaliacao da les@o hepatica pela quantificacdo das transaminases
no soro deve ser feita com cautela, ndo indicando relagdo com o status da

doenca hepatica.

Outro teste de funcdo hepdtica utilizado, baseado na depuracdo de um
corante da circulacdo (verde de indocianina), revelou uma ineficiéncia em
neonatos — novamente até a 22 semana — na funcéo de clearance. As funcdes
hepéticas atrasadas podem estar de acordo com a relativa reducdo na
quantidade de hepatoécitos encontrada nas idades iniciais. Ainda, o atraso na
eliminacao de substancias pode estar relacionado a um sistema de transporte
hepatico (transportadores de membrana) imaturo (Balistreri 1983; Grijalva and
Vakili 2013). Isso implica que os efeitos terapéuticos de drogas podem ser
prolongados em neonatos, como resultado de uma eliminacao ineficiente, e
gue tratamentos ou drogas que interfiram no metabolismo hepatico podem ter

efeitos diferentes em recém-nascidos.

Na tentativa de traduzir esses dados pra a clinica, buscamos amostras
histolégicas humanas. Assim como no camundongo, neonatos apresentam
retencdo de células imunes no parénquima hepético, formando ilhas de células
muito similares aos camundongos. Uma vez que as modificagcdes imunes sao
produndas nas fases iniciais da vida, o estado de maturacdo do figado ao
nascimento pode ter implicacées enormes na populacdo imunoldgica hepatica.
Sendo admitidas gestacdes de 25 até 40 semanas, neonatos podem nascer
com capacidades metabdlicas hepéticas e populagbes imunes distintas

(Wisgrill et al. 2014). Mais estudos sdo necessarios para caracterizar o figado
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humano pos-nascimento, sendo que nossa imunofenotipagem em alta

dimensé&o pode ajudar a guia-los.

A reunido dos nossos dados sugere que grandes mudancas funcionais e
imunoldgicas devem ocorrer no figado de um recém-nascido para que ele se
torne o 6rgdo conhecido como figado no adulto. Nos primeiros momentos da
vida, o figado € especialmente um sitio imune/hematopoiético e essa funcao
reduz com o tempo, a medida que funcdes metabdlicas se tornam mais
evidentes. Assim, estratégias de estudo de funcdo e provavelmente terapias
que visam lidar com respostas inflamatérias hepaticas podem ter implicacdes

completamente diferentes em neonatos.
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6. CONCLUSOES
Com esse trabalho podemos concluir que:

e A arquitetura hepatica muda ao longo do desenvolvimento pds-natal, no que
diz respeito a organizacdo do parénquima, das células imunes e da

microvasculatura;

7

e O figado adulto é especialmente um o6rgédo linfoide, enquanto o figado

neonatal € majoritariamente composto por células mieloides;

e Células precursoras com caracteristicas monociticas podem dar origem a

células maduras residentes;

e As funcbes hepéticas de depuracdo e producdo de transaminases

encontram-se reduzidas em neonatos;

e Neonatos humanos apresentam retencdo de células imunes no parénquima

hepatico.
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8 259 | 2,69 | 31
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