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RESUMO

O figado ¢ um o6rgao vital para o organismo, exercendo fungdes metabdlicas, imunes, de
sintese, secre¢ao e armazenamento. Esta interposto entre o sistema gastrointestinal e a circulagao
sistémica, sendo o destino de nutrientes e produtos microbianos do intestino. Durante o
desenvolvimento embriondrio, configura-se um sitio hematopoiético com diferentes células
progenitoras hepaticas e um grande numero de células imunes em diferentes estdgios de maturagao.
O figado neonatal ¢, majoritariamente, composto por células mieloides, enquanto o figado adulto é,
especialmente, um o6rgdo linfoide. Portanto, os perfis imune e também metabdlicos do figado
neonatal sdo muito diferentes dos do figado de um individuo adulto. Muito se sabe sobre o
desenvolvimento embriondrio hepatico, mas estudos sobre os mecanismos que governam as
mudangas estruturais e imunes no figado nos diferentes estdgios apds o nascimento fazem-se
necessarios. Vimos neste trabalho que, ao nascimento, os granuldcitos sdo os principais tipos
celulares presentes no figado (~35%), sendo a populagdo celular majoritaria nas primeiras semanas
de vida. Embora ja sejam descritos o perfil e a fungdo dessas células no figado do adulto, pouco se
sabe sobre as possiveis diversidade e influéncia dos granuldcitos no desenvolvimento pds-natal do
figado, uma vez que este passa por muitas modifica¢cdes imunes, metabolicas, de expressdo génica
e morfologicas frente aos desafios ao longo da vida. Assim, este trabalho objetiva caracterizar a
dindmica dos granulocitos hepaticos e estudar a possivel influéncia do sistema imune no
desenvolvimento pos-natal do figado e na regulagdo dos processos que o estruturam até a fase

adulta.

Palavras-chave: figado; neonato; imunologia hepatica; granuldcitos; neutrédfilos; células

hepaticas.



ABSTRACT

The liver is a vital organ for the body, performing metabolic, immune, synthesis, secretion
and storage functions. It is interposed between the gastrointestinal system and the systemic
circulation, and it is the destination of nutrients and microbial products from the intestine. During
embryonic development, the liver is a hematopoietic site with different liver progenitor cells and a
large number of immune cells at different stages of maturation. The neonatal liver is mostly
composed of myeloid cells, while the adult liver is especially a lymphoid organ; hence, the immune
and metabolic profiles of the neonatal liver are very different from those of an adult liver. Much is
known about embryonic liver development, although studies on the mechanisms that govern
structural and immune changes in the liver at different stages after birth are still needed. We found
that granulocytes are the main cell types in the liver (~35%), being the majority cell population in
the first weeks of life. Although the role of these cells in the adult liver have already been
described, little is known about the possible diversity and influence of granulocytes in the postnatal
development of the liver, as it undergoes immune, metabolic, gene expression and morphological
modifications along life challenges. Therefore, this work aims to characterize the dynamics of
hepatic granulocytes and study the possible influence of the immune system on the hepatic

postnatal development and on the regulation of the processes that structure the liver into adulthood.

Keywords: liver; neonate; hepatic immunology; granulocytes; neutrophils; liver cells.



LISTA DE ILUSTRACOES

ILUSTRACAO 1: ESTRUTURA TRIDIMENCIONAL DO LOBULO HEPATICO



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - As células Ly6G" do figado ao nascimento apresentam, exclusivamente,

mMarcadores de GranUIOCITOS ... .ccuuiieiiiieeiieeciee et ettt e e e e e e e st e e s bee e s beeesaseeenseeesseesnnseeennns 26

FIGURA 2 - Morfologia das células Ly6G™ hepaticas em camundongos adultos e recém-

TIASCIAOS et ee et e et e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeaaa i aaaeeeeeeeen e aaaeaeeeeeeaannnas 28

FIGURA 3 - Frequéncia de neutrofilos no figado em diferentes idades e a sua visualizagdo in

FIGURA 4 - Neutréfilos visualizados no interior dos sinusoides hepaticos in vivo

FIGURA 5 - Neutrofilos visualizados no figado de embrido de camundongo ao microscopio . 39

FIGURA 6 - O comportamento dos neutrofilos frente a uma lesdo estéril induzida por

queimadura no figado ao longo do desenvolvimento pds-natal hepatico ...........cccceeveeeeviennennnen. 41

FIGURA 7 - Producdo de espécies reativas de oxigénio por neutréfilos de animais em diferentes

fases da vida apOs 0 NASCIMENLO........cccuuierrieeriieerieeeeieeeeieeeriteeeteeeetaeesbeeesbeeesbeeesaseeensseeensnens 45



LISTA DE ABREVIATURAS

ACK — Tampao de lise cloreto de aménio (Ammonium-Chloride lysing buffer)
ANOVA — Analise de variancia

APC — Aloficocianina (4llophycocyanin)
APCs — Células apresentadora de antigeno
BSA — Albumina bovina sérica

CEBIO — Centro de Bioterismo

CEUA — Comité de ética no uso de animais
CYTOF - Citometria por tempo de vdo

DCs — Células dendriticas

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético
FACS — Citometria de fluxo

[.V. - Intravenosa

KCs — Células de Kupfter

MFI — Intensidade mediana de fluorescéncia
MIV — Microscopia intravital

NADPH - fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina
NK — Natural killer

NPCs — Células ndo-parenquimais

PBS — Salina tamponada com fosfato

PE - Ficoeritrina (Phycoerythrin)

PMA - 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
RPMI - Roswell Park Memorial Institute
ROS — Espécies reativas de oxigénio

UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais



INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ettt ettt e et ee e s e st sese s st et esesesenenenas 13
Lo JUSTIFICATIVA ..ottt sttt ettt st sbe ettt sbe et s atenbe et 18
2. OBIETIVOS. ..ottt ettt ettt et e st e bt et e e st e st e st e eneesseensesseesseenseensenseensesneans 19
2.1 ODJEUIVO ZEIAL...c.eiiiiiiiiiieiieeie ettt ettt et e st e et eestaeebeessbeenseessseenseesnseenseessseenns 19
2.2 ODbJCtIVOS ESPECTIICOS. .. vieutiieiiieiiieeiiertie et teeite et et e et e tteereesteeesbeessaeesseesseeenseessseensaensseenseennns 19
3. METODOLOGIA .....ootiitteeee ettt sttt ettt sttt et e bt e bt entesaeens 20
3.1 ANIMAIS EXPEIIMENLTALS ....uveivvietieeiieitieeteeteeeteerteeeteesteeseeesseessseesseessseesseessseeseesssessseessseenses 20
3.2 DesSenho eXPEriMENtaAL ..........cccciieiiiiieeiieeeieeeeiieeeieeeeteeesiteeeseaeeeteeessaeesssaeessseeessseeessseeessseeas 20
3.3 Microscopia confocal INtravital...........cccceeeiiiiiiiiiiiiiecciie e e 20
3.4 Modelo de qUIMIOtAXIA G771 VIVO........cccueieiuviieeiiie e ettt e evae e eaaeesesee e 21
3.5 Eutanasia ¢ obtenga0 de AMOSIIAS ......ccueiieviiiiiieeiiieeciee ettt eetee et e et e eaee e e e e e eereeeearee s 21
3.6 Isolamento de células ndo-parenquimais hepaticas.........cccuveevveeeriieeiiie e 21
3.7 Isolamento de células por beads MAGNELICAS. ........cccueeruieriieriieiie ettt 22
3.8 CItomMEtria de fIUXO....c.uieiieiiieiiee et ettt et s e et e st e et e e sateenbeesnneenneens 23
3.9 CRIIROXTM ettt e ettt s s s st s sttt et e s e s e st et et e s et esesesenenenes 23
3.10 ANALISE ESLAtISTICA ...euvieuiieiiiietieeiie ettt ettt ettt e et et e et e st e et e st e e bt e seteenbeesneeenbeesneeenseas 24
4. RESULTADOS ...ttt ettt sttt et e ae et sbe ettt saeesaeetesaeens 25
4.1 Os granulocitos sao a populagdo celular predominante no figado de neonatos..................... 25

4.2 As células Ly6G+ hepaticas ao nascimento mostra uma morfologia celular de

TEEULTOTTLOS oottt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e eaae e e e e e e e aaaaeeaeeeeeeaeaaaaeaeeeeeenannaas 27

4.3 Os granulécitos correspondem a 40% da composi¢do imune celular do figado de neonatos e

ha uma variacao de seu percentual ao 10nZ0 dO tEMPO ....ccvvveeeiiieeiiieeiieece e 30

4.4 Mesmo com mudangas na estrutura do figado até a idade adulta, os neutréfilos permanecem

localizados N0 aMDBIENTE INTFAVASCULAT . ........emeeee ettt e e e e e e e e eeereaaeeaeaaees 34

45 As células Ly6G"™ se encontram armazenadas no figado do embrido de



CAMUNAONEZO ...vvveeveeeiieeiete ettt et e ete et et et et eteeteeteeseeseesebe s essesseseesseseeseesessessessessessessesseseeseesesessessensenseneesens 38

4.6 A motilidade dos neutrofilos no figado aumenta durante o desenvolvimento pos-

natal 40

4.7 Ha um transiente aumento na capacidade de produgdo de ROS por neutrofilos hepaticos

............................................................................................................................................................. 44
5. DISCUSSAO .o e e e e e e e e s s e e e e s e e e s e s e e e e s e e e ee e 46
6. CONCLUSOES ..o oot e e e e e e e e e e e e e s e s e e e s e s e e es e s e s e e es e s e e e eeser e, 50



1. Introducdo

1.1 A biologia do figado

O figado esta localizado na cavidade abdominal, abaixo do diafragma, e estd diretamente
ligado a circulagdo sistémica através das artérias e veias hepaticas e do sistema do trato
gastrintestinal, mais especificamente ao intestino, através da veia porta. O figado ¢ responsavel por
desempenhar fungdes metabolicas, detoxificantes e de sintese e secrecdo de varias substancias
vitais para o organismo. Os hepatocitos constituem até 80% do total da massa hepatica,
organizadas em laminas celulares unidas por jungdes intercelulares que circundam os capilares
sinusoides, e sdo as células que realizam as fungdes de metabolismo de nutrientes, armazenamento
de vitaminas, ferro e glicogénio, sintese de enzimas, proteinas, colesterol, fatores de coagulacao
sanguinea, albumina, bile e vitamina A (Reynolds, 1977) (Rossaint e Zarbock, 2013).

O figado ¢, microscopicamente, dividido em l6bulos, os quais se configuram diversos
compartimentos poliédricos constituidos pelos corddes de hepatdceitos, capilares sinusoides e a veia
centrolobular. Localizado na periferia dos 16bulos encontra-se o espago porta, composto por ramos
da veia porta, da artéria hepatica e do ducto biliar. E pelo espaco porta que o fluxo sanguineo entra
no figado, percorre o tecido por meio dos sinusoides e flui em dire¢do a veia centrolobular e vasos
subsequentes, deixando o 6rgdo por meio da veia hepatica.

A localizag¢do do figado pode ser considerada estratégica na cavidade abdominal, uma vez
que € um Orgdo altamente vascularizado e que 30% do volume sanguineo corporeo passa pelo
figado a cada minuto (Tarasenko e Mcguire, 2017). O figado recebe influxo sanguineo proveniente
do coragdo pela artéria hepatica e sangue drenado de 6rgdos como intestino, bago e pancreas pela
veia porta, sendo a maior parte da sua circulagdo (entre 75 e 80% do volume total) proveniente da
veia porta (Vollmar e Menger, 2009). Assim, por receber um aporte bastante significativo de
sangue da veia porta, ha o constante contato com produtos bacterianos e microrganismos advindos
da circulagdo intestinal. Para manter a homeostase, sua estrutura e as suas fungdes, o figado
apresenta uma barreira imune e estrutural que atua como um importante filtro (Balmer et al., 2014)
(Kubes e Jenne, 2018). Desta forma, ndo apenas as macro e microestruturas estdo envolvidas nas
fungdes hepaticas desse esquema hemodindmico, mas o microambiente celular hepatico também
participa de importantes fungdes metabdlicas e imunologicas, desde os primeiros estagios de vida

(Eckert et al., 2015).
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Iustragao 1: estrutura tridimensional do 16bulo hepatico.

1.2 O sistema imune hepatico

Os hepatdcitos sao os principais constituintes funcionais dos 16bulos hepaticos e realizam a
maioria das fungdes secretoras ¢ de sintese do 6rgdo. Outros grupos de células tém papéis
importantes na manuten¢do do Orgdo: as células imunes hepéaticas. O figado abriga diferentes
populacdes de células imunes que sdo estabelecidas durante o periodo embrionario de vida, e sdo
uma das maiores populagdes de células imunes do corpo. Subconjuntos destas células, fagdcitos
residentes e outros leucécitos podem ser encontrados dentro do figado em condigdes homeostaticas
no individuo adulto, mas o papel dos leucdcitos hepéticos e dos fagdcitos residentes ainda €
desconhecido em outros contextos biologicos, incluindo as diferentes fases da vida do individuo,

em que o figado ainda estd em desenvolvimento.

O figado possui um elaborado sistema imune, composto por macréfagos residentes,
leucécitos, células Natural Killer, T Natural Killer, linfécitos T, c€lulas dendriticas e componentes
do complemento. Os macrofagos hepaticos, conhecidos como células de Kupffer (KCs), sdo
originados no saco vitelinico durante a embriogénese e, no figado, localizam-se dentro dos

sinusoides, em contato com a circulagdo (Kinoshita ef al., 2010). As KCs formam a primeira linha
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de defesa contra particulas, microrganismos e produtos microbianos que passam pelo trato

gastrintestinal através da circulagdo portal.

Outra populagdo de células residentes no figado sdo as células dendriticas (DCs). As DCs
sao cé€lulas apresentadoras de antigenos (APCs), capazes de induzir respostas imunes e
tolerogénicas em orgaos linfoides e ndo-linfoides. As DCs hepaticas estdo localizadas abaixo da
capsula fibrosa (Glisson) em figados humanos (figados murinos nao possuem cépsula fibrosa) e ao
redor de grandes vasos (David et al., 2016). Ao contrario das KCs, as DCs s3o pouco distribuidas
no parénquima hepatico. Estas células desempenham papel na captura, processamento e
apresentacao de antigenos, interagindo com as células T, sendo a chave para iniciar as respostas

imunes.

Os neutroéfilos sdo leucdcitos polimorfonucleares € sao essenciais para controlar infecgdes e
inflamacdes estéreis (Wang et al., 2017). Essas células se originam a partir de células-tronco
hematopoiéticas na medula d6ssea, um processo chamado “granulopoiese”, e sdo encontradas
circulando nos sinusoides hepaticos. Durante a inflamacao no figado, os neutrofilos sdo recrutados
para os locais das lesdes. Esses granuldcitos desempenham um papel importante migrando dos
vasos sanguineos para o foco da inflamag@o, um processo conduzido por quimiocinas (Ramaiah e
Jaeschke, 2007). Uma vez atraidos, os neutréfilos se acumulam na microvasculatura hepatica, antes

do processo de transmigracao.

Os eosindfilos sdo granuldcitos que, predominantemente, migram do sangue para os tecidos
como consequéncia de eventos correlatos que envolvam vias de adesdo e quimioatraentes (Weller e
Spencer, 2017). A regulagdo do recrutamento de eosinodfilos para o figado lesionado e a localizagao
destas células, bem como as consequéncias do infiltrado eosinofilico no figado dependem da

condi¢do de determinado contexto inflamatdrio (Zimmermann ef al., 2008).

O figado também possui populagdes de células Natural Killer (NK), células T Natural
Killer (NKT) e outros linfocitos, como células T e B. As células NK e NKT podem proliferar sob
certas condi¢des experimentais ou patologicas. Sob condig¢des saudaveis, o figado humano contém
um numero significativo de linfocitos T CD4 e T CDS8 nos tratos portais e espalhados pelo
parénquima (Lalor ef al., 2002), os quais, em condi¢des inflamatodrias, tém seu nimero aumentado
no figado. Os linfocitos B realizam a producdo de anticorpos, apresentacdao de antigenos, secrecao

de multiplas citocinas e regulagdo das respostas imunes.
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1.3 O desenvolvimento do figado embrionario

O processo de embriogénese hepatica ¢ conservado em humanos e camundongos. No
camundongo, a gestagao dura, em média, de 19 a 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 o septo transverso, que se torna mais espesso para formar o diverticulo
hepatico (Gordillo et al., 2015). O figado cresce significativamente entre E12.5 ¢ E13.5 (Lorenz et
al., 2018). Subsequentemente, o diverticulo se expande e o endoderma passa de uma monocamada
de células cuboides para uma multicamada de células pseudoestratificadas, os chamados
“hepatoblastos”, que proliferam e invadem o septo transverso, formando o primoérdio do figado
(Bort et al., 2006). Hepatoblastos sdo células precursoras bipotenciais e, por volta do dia E13.5, os
mais proximos a veia porta se diferenciam em colangiocitos, e os mais distantes se diferenciam em
hepatocitos, as principais células constituintes do parénquima hepatico. Esse processo de
maturagdo continua ainda pelo periodo apds o nascimento. No dia E9.5, o figado inicia seu papel
hematopoiético, sendo o principal sitio de hematopoiese fetal (Lee et al., 2012), um processo bem

conhecido e descrito (Ginhoux e Guilliams, 2016).

Assim como o desenvolvimento morfologico do figado embriondrio, a regulacdo génica na
origem e diferenciacdo das células que o compdem ocorre em vias de sinalizacdo também ja
conhecidas. A via canonica de Wnt-B-catenina ¢ um mecanismo de sinalizagdo complexo e
evolutivamente conservado, que regula o desenvolvimento hepatobiliar, a maturacdo, o
zoneamento e o destino celular durante a embriogénese, bem como a homeostase hepatica
(Perugorria et al., 2019) (Ben-Moshe e Itzkovitz, 2019). No adulto, essa via permanece inativa
dentro de células diferenciadas dos tecidos, embora regule a homeostase de células-tronco, por
exemplo, no intestino e na pele (Kretzschmar e Clevers, 2017). No figado saudavel e maduro, a via
Wnt-B-catenina ¢ praticamente inativa, mas pode ser reativada durante a renovagao celular e/ou
processos regenerativos, bem como em certas condi¢des patologicas, doengas, condicdes pré-

malignas e cancer (Nusse e Clevers, 2017).

14 O figado no periodo neonatal

A organizacao morfoldgica do figado ap6s o nascimento ¢ acompanhada por grandes
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mudangas nas populacdes de células imunes hepaticas em camundongos e humanos. Vérias vias
metabolicas t€ém um cronograma de desenvolvimento mais lento em relacdo ao figado
adulto/maduro, alcancando um perfil de expressdao semelhante ao dos adultos apenas na fase de
desmame. Além disso, o cronograma metabolico pode ser regulado pela dieta, j& que camundongos
desmamados precocemente apresentam alteracdes profundas em enzimas envolvidas no manejo de
diferentes macronutrientes (Nakagaki et al., 2018). A arquitetura hepatica também muda ao longo
do desenvolvimento pds-natal, no que diz respeito a organizagdo do parénquima, das células
imunes e da microvasculatura; o figado adulto €, especialmente, um 6rgao linfoide, enquanto o
figado neonatal ¢, em sua maior parte, composto por células mieloides, e células precursoras com

caracteristicas monociticas podem dar origem a células maduras residentes.

A organogénese hepatica ¢ um processo bem descrito em termos de morfologia, regulagao
génica, fatores de transcricdo. A regulacdo ténue desses processos influencia no papel que o figado
vai exercer no organismo do individuo até a sua vida adulta. Estudos descrevem o papel do figado
no adulto, destacando sua importante fungcao metabolica e imune (Chiang, 2014) (Nakagaki et al.,

2018).

Ao nascimento, os granulocitos sdo os principais tipos celulares presentes no figado
(~35%), sendo a populagdo celular majoritdria nas primeiras semanas de vida. Sabe-se que
mudancas funcionais e imunologicas significativas devem ocorrer no figado de um recém-nascido
para que ele se configure um figado adulto/maduro e que, nos primeiros momentos da vida apos o
nascimento, o figado ¢, principalmente, um sitio imune/hematopoiético (Nakagaki et al., 2018). No
entanto, pouco se sabe sobre como o sistema imune influencia na matura¢do do figado até a fase
adulta, o que justifica o intuito deste trabalho, que ¢ estudar como o sistema imune, especialmente
os granuldcitos, dentre eles os neutrdfilos, atua no desenvolvimento pds-natal do figado e na

regulagdo dos processos que o estruturam para a realizagdo de suas fungoes.
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2. Justificativa

Mudangas na composi¢do imunoldgica do figado ocorrem ao longo da vida apds o
nascimento. Até as primeiras semanas de vida pds-parto, os granuldcitos sdo os principais tipos
celulares imunes presentes no figado. Sabe-se que a plasticidade e a diversidade dessas células
permitem que elas desempenhem fungdes importantes na imunidade inata do individuo, uma
vez que essas células sdo responsaveis pela eliminagcdo de patdgenos, indugdo e resolucao da
inflamacdo, remodelagdo tecidual, dentre outras fun¢des. No entanto, ndo se sabe como o0s
granulocitos atuam no desenvolvimento pds-natal do figado e na regulagdo dos processos que o

estruturam para que ele se torne o 6rgao maduro conhecido no adulto.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a dindmica dos granuldcitos hepaticos no desenvolvimento pds-natal do

figado.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar, por microscopia confocal intravital, a proporcao e a localizagdao dos

granuldcitos no figado, em diferentes idades ao longo do desenvolvimento pds-natal.

2. Caracterizar a morfologia dos granulécitos hepaticos em diferentes idades por meio de

isolamento por beads magnéticas.

3. Avaliar o perfil de migragdo de granulédcitos em resposta a lesdo estéril por queimadura.

4. Avaliar, através de citometria de fluxo, a producdo de espécies reativas de oxigénio por

neutrofilos hepaticos de animais de diferentes idades.



4. Metodologia

4.1 Animais experimentais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 do Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Animais de diferentes
idades (0 e 4 dias, 1, 2, 3, 4 ¢ 8 semanas) foram gerados de matrizes acondicionadas em grupos de
2 fémeas para cada macho por gaiola, com ragdo (NUVILAB) e agua ad [libitum, em condigdes
controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h/12h). Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas do Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA 34/2017) da UFMG.

4.2  Desenho experimental

‘re

0d 4d 1s 2s 3s 4s 8s

0d = dia 0 — dia do nascimento. 3s = 3 semanas pds-nascimento
4d = 4 dias pds-nascimento. 4s = 4 semanas pos-nascimento
Is = 1 semana pds-nascimento. 8s = 8 semanas pds-nascimento

2s =2 semanas pOs-nascimento.

4.3 Microscopia confocal intravital

A microscopia intravital ¢ uma técnica que permite observar fendmenos biologicos in vivo,
trazendo a possibilidade de analises mais fidedignas e detalhadas. Realizamos a microscopia
intravital do figado de camundongos utilizando um microscopio confocal Nikon Al e marcadores

fluorescentes, a fim de observar e quantificar a localizagdo dos granulécitos no figado. O
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camundongo recebeu os marcadores fluorescentes por via intravenosa (i.v.). Foram utilizados os
seguintes marcadores: anti-Ly6G PE (0,35ul/g), para a marcagdo de granuldcitos/neutrofilos e anti-
CD31 APC (0,66ul/g). Todos os marcadores foram diluidos em 10ul — 100pul de salina 0,9% para
injecdo intravenosa. Posteriormente, para as imagens in vivo, usamos um pequeno suporte de
acrilico para posicionar o camundongo anestesiado e expor um lobo do figado a uma distancia
adequada da objetiva. Em seguida, foram feitas imagens de diferentes areas do tecido hepatico ao
microscopio confocal. As imagens foram analisadas utilizando os programas Volocity

(PerkinElmer) e NIS-Elements Viewer 4.50 (Nikon).

4.4 Modelo de quimiotaxia in vivo

O modelo de quimiotaxia in vivo foi utilizado para gerar uma de lesdo estéril no tecido,
conforme o protocolo de imagem in vivo da biologia hepética usando microscopia confocal
convencional (Marques, Antunes, David, Pereira, Teixeira e Menezes, 2015), em que uma agulha
quente adaptada a um cauterizador gera uma lesdo pontual ao tocar a superficie do figado. Os
animais foram submetidos a marcagdo intravenosa com anticorpo Ly6G-PE para marcar os
granulocitos e, apos 40 minutos, foram anestesiados e submetidos a cirurgia. Ao término do
processo e com o figado exposto, foi feita a queimadura. Para marcar os neutrofilos, foi utilizado o
anticorpo anti-Ly6G PE. Os animais foram filmados por 2 a 4 horas, receberam pequenas
quantidades de anestésico e solucdo salina e foram mantidos aquecidos ao longo do processo. Os
videos foram analisados através do software NIS-Element Viewer 4.50, pelo qual foram
observados os parametros de deslocamento, comprimento do percurso realizado pelos neutréfilos

até a lesdo e velocidade em que o trajeto foi percorrido.

4.5 [Eutanasia e obtencao de amostras

Os animais foram anestesiados com inje¢do subcutanea de ketamina (80mg/kg) e xilazina
(15mg/kg) (Syntec), diluidos em salina fisiologica. Os animais receberam 4ul/g do anestésico.

ApOs a anestesia, foram submetidos a laparotomia seguida da retirada do figado.

4.6  Isolamento de células nao-parenquimais hepaticas

Para os tempos 0, 4 e 7 dias, foram obtidas células totais hepaticas devido a uma limitagao
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na separacdo das células parenquimais dos hepatdcitos por centrifugagdo diferencial. Os
camundongos foram anestesiados e, em seguida, sangrados por cisao simultanea da artéria aorta e
veia cava inferior. Os figados foram removidos, picados e digeridos em meio RPMI com
colagenase tipo 8 (0,25mg/g animal; Sigma-Aldrich) sob agita¢do constante, a 37°C, por 1 hora. A
suspensdo fora centrifugada a 300 x g, a 4°C por 5 minutos e o sobrenadante, descartado. O pellet
de células foi utilizado para os animais dos grupos 0, 4 e 7 dias. Para as demais idades, o pellet foi
ressuspendido em solugdo PBS 1x 2 mM EDTA 0,5% BSA e centrifugado a 60 x g, 4°C, por 3
minutos, para a separacdo dos hepatécitos. O sobrenadante resultante foi recolhido e centrifugado
novamente a 60 x g, 4°C, por 3 minutos. O sobrenadante resultante foi filtrado em cell strainer de
70um (Becton-Dickinson) e centrifugado a 300 x g, 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet, ressuspendido em solucdo PBS 1x 2mM EDTA 0,5% BSA para a lise de
eritrocitos, utilizando a solu¢do ACK Lysing Buffer (Thermo Fisher Scientific) a 1x. O pellet foi
incubado com 2ml da solugdo de lise por 10 min no gelo. Apos a lise, foram adicionados 10ml da
solucdo PBS 1x 2mM EDTA 0,5% BSA. Foi centrifugado a 300 x g, 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante fora descartado e o pellet final de células corresponde as células nao-parenquimais

hepaticas para emprego da citometria de fluxo.

4.7  Isolamento de células por beads magnéticas

Foi utilizada a técnica de citometria de fluxo (FACS) para determinar a populagdao de
interesse a ser isolada, nos animais com 0 dia a 8 semanas de vida. Para a marcacao das células de
interesse, foi utilizado o anticorpo anti-Ly6G conjugado a ficoeritrina (PE) a Img/ml (BD
Pharmingen). O anti-Ly6G se liga especificamente a Ly-6G, uma proteina ancorada a GPI de 21-25
kDa. No figado, a Ly6G ¢ expressa em granulocitos, classicamente em neutrofilos, a populagdo
celular de interesse deste trabalho. Apds a determinagdo das células ndo marcadas no citometro de
fluxo BD Accuri™ e a contagem, as células ndo-parenquimais (NPCs) previamente isoladas foram
incubadas com 1ul de anti-Ly6G PE, por 30 minutos, 4°C. Apoés a incubacdo, foram adicionados
2ml da solugdo PBS 1x 2 mM EDTA 0,5% BSA, para posterior centrifugacao a 300 x g, 4°C, por 5
minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e foram adicionados 10ul das beads magnéticas
anti-PE em cada amostra. Apos a incubagdo, novamente foram adicionados 2ml da solugdo PBS 1x
2 mM EDTA 0,5% BSA, para posterior centrifugagdo a 300 x g, 4°C, por 5 minutos. O

sobrenadante resultante foi descartado e o pellet, ressuspendido em 3ml da solucao PBS 1x 2mM
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EDTA 0,5% BSA. Os tubos com as amostras ficaram acoplados a um magneto para a separacao
das células por 20 minutos. Posteriormente, os tubos foram vertidos e as amostras foram lavadas
uma vez com 3ml de PBS 1x 2mM EDTA 0,5% BSA. O conteudo foi vertido e, entdo, foi
adicionado Iml desta solu¢do a amostra. Esta foi lida no citdmetro para a contagem de células

marcadas e determinagdo das células Ly6G" obtidas.

Apds o isolamento das células Ly6G™, os tubos foram centrifugados a 300 x g, 4°C, por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 100ul de PBS 1x 2mM
EDTA 0,5% BSA. Os tubos foram, entdo, centrifugados em uma centrifuga de cytospin a 500 rpm
por 5 minutos. As laminas foram coradas por Panotico Rapido para posteriores anélise e fotografia

ao microscopio optico.

4.8 Citometria de fluxo

Usamos o FACS para determinar o perfil das populagdes de granuldcitos nos animais com as
diferentes idades. As NPCs previamente isoladas foram incubadas com FcBlock para bloqueio das
ligagdes inespecificas e, posteriormente, marcadas com os anticorpos fluorescentes especificos para
neutrofilos, a nossa principal populacao de interesse. Como estratégia de gate, foram consideradas
neutréfilos, células CD457/Ly6G'/F4/80". Apos lavagem com PBS 1x, as amostras foram
centrifugadas (300 x g, 4°C, por 5 minutos) para remogao de excesso de anticorpos, ressuspendidas
em wash B e adquiridas logo em seguida, usando o citometro de fluxo BD Accuri™. As analises

foram realizadas no software FlowlJo.

49 CellROX™

O teste CellROX™ foi realizado para medir o estresse oxidativo de células vivas, com
maximos de absor¢do/emissdao em ~644/665nm. O corante celular ndo ¢ fluorescente enquanto a
amostra estd um estado reduzido. Apos a oxidagdo por espécies reativas de oxigénio (ROS), exibe
fluorescéncia brilhante que ¢ detectada por citometria de fluxo. Para isso, foi seguido o protocolo de
isolamento de células ndo-parenquimais do figado. O pellet final deste isolamento foi incubado com
apocinina (inibidor de NADPH-oxidase) como controle negativo, lavado e ressuspendido em 100ul de
PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato), composto que estimula a produ¢do de ROS via
NADPH-oxidase, a InM, 10nM e 100Nm por 1 hora e meia a -4°C, dentro do fluxo laminar. Apos
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esse tempo, a amostra foi centrifugada a 300g por 5 minutos, o sobrenadante foi retirado e foram
adicionados 50ul da solu¢ao contendo CellROX™ a 5uM em meio RPMI suplementado. A
amostra foi incubada por 30 minutos a 37°C e, ap0s isso, as cé¢lulas foram centrifugadas a 300g por
5 minutos, o sobrenadante foi retirado e as células foram lavadas trés vezes com PBS 1x. Logo
apos, a amostra foi incubada com o anticorpo anti-Ly6G PE por 30 minutos a 4°C. Apos esse
tempo, foi centrifugada a 300g por 5 minutos e ressuspendida em 1ml de wash B para analise no

citometro.

4.10 Analise estatistica

Os graficos e estatistica serdo feitos com o auxilio do software GraphPad Prism 6. Os
resultados serdo apresentados como a média + erro padrao da média. A comparagdo entre os grupos foi
feita utilizando-se one-way ANOVA, com pods-teste de Dunnett. Todos os grupos serdo comparados ao

grupo 8 semanas. O nivel de significincia sera definido como p < 0,05.
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5. Resultados

5.1  Os granuldcitos sao a populagao celular predominante no figado de neonatos

Uma vez que o figado apresenta uma diversidade de células imunes, foi realizada a anélise
de uma imunofenotipagem de alta dimensdo usando citometria de massa em tempo de voo
(CyTOF), previamente feita pelo nosso grupo de pesquisa. O CyTOF agrupa populagdes celulares
por meio do algoritmo ViSNE (algoritmo de reducdo dimensional de recurso aberto), uma
ferramenta de analise CyTOF bem estabelecida que utiliza o algoritmo de incorporagdo estocastica
de vizinhanga t-distribuida (t-SNE) para analisar e exibir dados de alta dimensao. Os gates (selecao
de células agrupadas) sdo feitos com base na expressdo de marcadores especificos que permitem

sua classificag¢do e quantificacao.

Reunindo juntos dados de alta dimensdo em uma representagdo agrupada por heatmap,
vimos que células da linhagem mieldide compdem o figado de camundongos no periodo pos-natal
inicial e, ao longo de 1 semana, 21 dias até a idade adulta, 8 semanas, o perfil imunolégico do
figado € completamente alterado para um perfil linfoide (Nakagaki et al., 2018). Uma populagdo de
células que nos chamou a atencao foi a de granuldcitos. Ao nascimento até as primeiras semanas de
vida, os granuldcitos sdo os principais € mais numerosos tipos celulares imunes presentes no

figado.

Como resultado da analise, vimos que, no dia 0, o tipo celular predominante no figado sao
células positivas para o marcador Ly6G, um antigeno acoplado a proteina G. Ao analisarmos o
gate nas células Ly6G”, vimos que essas células apresentam, exclusivamente, marcadores de
granulocitos (Ly6G* CD11b" CD172" e/ou Siglec F"), e ndo de outros leucdcitos. A porcentagem
de células Ly6G" permanece elevada no figado até a primeira semana apds o nascimento, e sofre
uma reducdo a partir da terceira semana até a oitava semana, quando o animal ¢ considerado

adulto.
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Figura 1 — As células Ly6G" do figado ao nascimento apresentam, exclusivamente,

marcadores de granuldcitos

A andlise do fenotipo das células imunes do figado por CyTOF mostrou que células positivas para
Ly6G sdo predominantes no figado do nascimento at¢ a primeira semana, e essas células
correspondem a populacdo de granuldcitos. (A) Representagdo em heatmap da sucessdo
cronoldgica de populagdes imunes hepaticas. n = 3 (Nakagaki et al., 2018). (B) Andlise do gate de

células Ly6G" e a expressdo dos marcadores contidos nessa populagio.
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52 As células Ly6G* hepaticas ao nascimento mostram uma morfologia celular de

neutrofilos

Os granulécitos sdo leucéceitos que apresentam granulos em seu citoplasma. A plasticidade
e a diversidade dessas células permitem que elas desempenhem fung¢des importantes na imunidade
inata. No figado, a localizacdo e as consequéncias do infiltrado de granuldcitos eosindfilos e
basofilos dependem da condicdo da doenga, ja os neutrofilos sdo células que, classicamente,
circulam nos sinusoides hepaticos e t€ém um papel importante no figado frente a uma inflamacao.
Um marcador de superficie classico de neutrofilos ¢ o Ly6G. Uma vez que vimos, por CyTOF, que
a maioria das células imunes do figado ao nascimento sio células Ly6G™, foi feito o isolamento por

beads magnéticas para a visualizacdo da morfologia dessas células.

Nas laminas dos camundongos recém-nascidos, podem ser observadas células com uma
morfologia de neutr6filo com aspecto imaturo, caracterizado, em camundongos, pelo nicleo com
aspecto circular (Pillay, Tak, Kamp e Koenderman, 2013). Em comparacdo as laminas de
camundongos adultos (8 semanas de idade), estes apresentam células Ly6G™ hepaticas com aspecto

mais semelhante ao de um neutréfilo murino maduro, caracterizado pela segmentagdo do nucleo.
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Figura 2 — Morfologia das células Ly6G* hepaticas em camundongos adultos e recém-

nascidos

Fotos de laminas de células isoladas por beads magnéticas e coradas com pandtico. (A) Neutrofilos
do figado de camundongo recém-nascido. (B) Neutrofilos do figado de camundongo adulto.

Escala: 10 um.
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53 Os granulocitos correspondem a 40% da composicio imune celular do figado de

neonatos e ha uma variacao de seu percentual ao longo do tempo

Os resultados obtidos pelo CyTOF foram quantificados em frequéncia (% do total de
células) e analisados. Como resultado da analise, vimos que, no dia 0, as células Ly6G"*
correspondem a aproximadamente 40% das populagdes de células imunes hepaticas, o que

confirmou a maior frequéncia de granuldcitos nos figados neonatais.

Com o objetivo de visualizar os granuldcitos hepaticos, utilizamos a microscopia confocal
intravital (MIV), e foi possivel marcar e observar as células no figado de camundongos de diferentes
idades in vivo. A MIV permite o estudo da biologia celular, da organiza¢do e da estrutura de
determinado 6rgdo de forma mais proxima do seu contexto nativo, uma vez que visualizamos
microscopicamente o tecido e as células circulantes e vivas, inseridos no corpo do animal que

permanece vivo durante todo o procedimento.

Marcamos as células Ly6G" e os sinusoides hepéaticos, e visualizamos a provavel distribui¢do
dessas células em todo o 6rgdo. Injetamos um volume de anticorpo conjugado a um fluoréforo, o
anti-Ly6G PE, proporcional ao peso do camundongo em gramas, em camundongos de diferentes
idades apos o nascimento (0 e 4 dias; 1, 2, 3, 4 e 8 semanas), para marcar as células Ly6G*, e o anti-
CD31 APC, também proporcional ao peso do animal, para marcar células endoteliais e, assim,
permitir a visualizagdo dos sinusoides hepaticos. Desta forma, o microambiente do figado pode ser
visualizado in vivo. Ha a presenca de numerosas células Ly6G™ até 3 semanas de idade. A partir da
terceira semana até a oitava semana, ha diminuigdo significativa do niimero de células Ly6G™*, de
aproximadamente 33% do ntimero total de células no campo em relacdo ao camundongo recém-
nascido (correlacionando com o dado do CyTOF, que mostrou uma redugdo de ~20% a partir da

primeira semana apds 0 nascimento).
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Figura 3 — Frequéncia de neutrofilos no figado em diferentes idades e a sua visualizacdo in

Vivo

(A) Frequéncia de células Ly6G" ao longo do tempo apds o nascimento (% do total de células
adquiridas da analise por CyTOF). n = 3. (B) Imagens obtidas por MIV do figado de animais de
diferentes idades. Neutréfilos evidenciados em verde (anti-Ly6G PE) e sinusoides hepaticos
evidenciados em vermelho (anti-CD31 APC). As cores ndo sao as mesmas da fluorescéncia
emitida pela marcagdo com os anticorpos ao microscopio; foram modificadas a fim de se ter
melhor contraste e melhor visualizagdo das estruturas. Escala: 120 pm. Objetiva de 10x. (C)
Quantifica¢do do niimero total de células Ly6G™ por campo do figado do dia 0 até a oitava semana

apods o nascimento. 5 campos por animal, n = 3. * = p < 0,05 em relag@o ao grupo 8s.
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54 Mesmo com mudancas na estrutura do figado até a idade adulta, os neutrofilos

permanecem localizados no ambiente intravascular

Ao longo do desenvolvimento, ocorrem mudancgas na arquitetura hepatica no que diz respeito a
organizacdo do parénquima, das células imunes e da microvasculatura. Utilizamos a microscopia
intravital (MIV) para a visualizagdo dos vasos e dos corddes de hepatocitos. Uma vez que o uso de
anticorpos conjugados gera custos elevados, e visando otimizar os experimentos e gerar
alternativas que funcionassem no nosso modelo, seguimos os experimentos de imagem marcando o
nucleo das células com Hoechst 33342 (100ug/20g de peso corporal do camundongo) ¢ a

circulagdo sanguinea foi corada com Azul de Evans.

Observou-se que o alongamento da vasculatura hepatica é concomitante as formagdes de
fileiras de hepatdcitos (visualizados pela marcagdo com Hoechst) e a redu¢dao do numero de
neutrofilos nas regides avasculares. H4 uma dindmica de estruturacdo da morfologia dos
compartimentos vasculares e avasculares do figado apds o nascimento. Vimos que a organizacao
dos hepatdcitos em corddes s6 € observada em estagios mais tardios do desenvolvimento apds o
nascimento, € que os vasos se tornam alongados com o tempo. Com isso, perguntamo-nos também

como estaria a localiza¢ao dos neutrofilos no figado diante de tantas mudangas estruturais.

Através da MIV, foi possivel observar a localizacdo dos neutrofilos em relagdo aos
compartimentos intravascular e extravascular do figado. Diante de métodos que sugerem a digestdao do
tecido para o estudo da localizagdo celular, e para evitar a perda do contexto hepatico natural, foi feita
uma analise por meio de animacgdes tridimensionais (3D), as quais mostraram melhor a localizagdo da
célula em relagdo ao vaso. Embora as imagens dos campos do figado com as marcagdes fluorescentes
para neutrofilos e sinusoides mostrem nichos de neutréfilos em todo o campo, a analise 3D do 6rgdo
mostrou que essas cé¢lulas estdo localizadas dentro dos vasos ao longo do desenvolvimento apos o
nascimento. Os neutrofilos tém o seu niimero e a sua distribuicdo modificados no figado, mas
permanecem sendo células intravasculares na homeostase ao longo do tempo pods-natal, mesmo com as

mudangas ocorridas em toda o microambiente hepatico.
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Figura 4 — Neutroéfilos visualizados no interior dos sinusoides hepaticos in vivo

(A) Imagens por MIV de figado de camundongo neonato e adulto. Nucleo de hepatdcitos
evidenciado em azul (Hoechst) e os sinusoides hepaticos estdo evidenciados em vermelho (Azul de
Evans). Escala = 31 um. Objetiva de 40x. (B) Imagens tridimensionais por MIV de camundongos
com 0 dia, 2 semanas, 3 e 8 semanas apds o nascimento mostrando a localizacdo dos neutrofilos
em relacdo aos vasos sanguineos do figado. Neutrofilos evidenciados em verde (anti-Ly6G PE) e
sinusoides hepaticos evidenciados em vermelho (anti-CD31 APC). As imagens com maior
aumento digital representam as areas tracejadas, e as setas apontam para células Ly6G* que
exemplificam células intravasculares, reconhecidas pela marca¢do em vermelho sobreposta a

verde. Objetiva de 20x.
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5.5 As células Ly6G* se encontram armazenadas no figado do embriio de camundongo

Com o intuito de investigar se as células Ly6G" ja estavam presentes no figado antes do
nascimento, o figado de um embrido murino foi coletado apos inje¢ao intravenosa de anticorpos anti-
Ly6G PE e anti-CD31 APC. Usando imagens ex vivo, feitas a partir do corte transversal do figado do
embrido posicionado ao microscopio, confirma-se que as células Ly6G™ ja estavam presentes no
figado do embrido de camundongo na segunda semana gestacional, aproximadamente. Ou seja: as
células Ly6G* ndo se infiltram no figado apds o nascimento, porém, ha uma dindmica de mudanga de

distribuicdo dessas células até a vida adulta.
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Figura 5 — Neutrofilos visualizados no figado de embrido de camundongo ao microscopio

Imagem ex vivo do figado de um embrido de camundongo. Em verde, neutrofilos marcados com
anti-Ly6G PE. Em vermelho, sinusoides hepaticos evidenciados pela marca¢do com anti-CD31

APC. Escala: 62 um. Objetiva de 20x.
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5.6 A motilidade dos neutrofilos no figado aumenta durante o desenvolvimento pds-natal

Visando entender se os neutrofilos sao funcionais no desenvolvimento pos-natal do figado,
utilizamos um modelo para induzir a quimiotaxia dos neutréfilos, uma vez que sdo células com
fungdes migratdrias para lesdes estéreis em adultos. Fizemos um modelo de necrose in vivo
cauterizando um ponto do figado e os animais de diferentes idades foram filmados e mantidos
anestesiados ao microscopio por até 4 horas (duragdo variando entre as diferentes idades). A analise
dos videos mostrou que, em camundongos neonatos, os neutrofilos nao se deslocam tanto até a lesao
quanto nos tempos mais avangados de 3 e 8 semanas. Analisando e quantificando o deslocamento, a
aceleragdo e a velocidade de cada neutréfilo, viu-se que o comportamento dos neutr6filos mudou: ao

longo do tempo, essas células vao apresentando maior motilidade e sdo mais rapidos.
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Figura 6 — O comportamento dos neutrofilos frente a uma lesdo estéril induzida por

queimadura no figado ao longo do desenvolvimento pds-natal hepatico

(A) Sequéncia de frames em time lapse obtidas de videos feitos por MIV de camundongos com 0 e
2 dias, 1, 3 e 8 semanas de idade. As imagens mostram os momentos pausados dos videos nos
tempos 0, na metade e ao final dos videos. Destacada em azul estd a area correspondente a lesdo
por queimadura, e os neutrofilos sdo evidenciados em verde (anti-Ly6G PE). Escala: 120 um.
Objetiva de 10x. (B) Tracking (rastreamento) de cada neutréfilo marcado por MIV no modelo de
quimiotaxia por queimadura. As linhas representam o deslocamento dessas células no campo.
Quantificacao (C) do deslocamento, (D) aceleragao e (E) velocidade dos neutrofilos nas diferentes

idades.
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5.7 Ha um transiente aumento na capacidade de producio de ROS por neutroéfilos

hepaticos

Para complementar o estudo da funcdo dos neutrofilos ao nascimento e ao longo do
desenvolvimento pos-natal, fizemos a andlise da produgdo de espécies reativas de oxigénio (mais
conhecidas pela sigla em inglés, ROS) por essas células. Sabemos que ROS ¢ um componente da
resposta de células imunes a invasdo microbiana. ROS também desempenham um papel
fundamental como mensageiro na transdu¢do dos sinais celulares, e uma das importantes fungdes
dos neutrofilos ¢ produzir ROS (Winterbourn, Kettle ¢ Hampton, 2016). Vimos que, apesar de a
porcentagem de células Ly6G" produtoras de ROS tenha se mantido constante ao longo do tempo
apos o dia 0, a producdo de ROS apresentou um aumento pontual no sétimo dia apds o nascimento,

0 que sugere que o comportamento de alguns neutr6filos muda ao longo da vida.
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Figura 7 — Producao de espécies reativas de oxigénio por neutréfilos de animais em diferentes

fases da vida apés o nascimento

Avaliacao da produ¢do de ROS por neutrofilos hepaticos em animais com 0 dia, 1, 4 e 8 semanas
de idade, isolados do figado e cuja produ¢dao de ROS foi induzida por PMA. (A) Porcentagem das
células Ly6G" produtoras de ROS. (B) Intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) mostrando a

produgdo de ROS pelas células isoladas.



6. Discussdo

Este trabalho buscou entender a dindmica de uma determinada populagdo de células imunes
no figado desde o nascimento até a idade adulta: os granuldcitos. Estudos anteriores do nosso
grupo mostraram que o figado de um animal recém-nascido ¢ diferente do de um animal adulto em
termos de estrutura, diversidade celular, quantidade de células imunes e funcao (Nakagaki et al.,
2018). Nao somente diferente de um figado maduro, mas o figado do animal recém-nascido passa
por mudangas graduais ao longo do tempo, e existe uma complexidade ¢ uma dinamica de

Processos que regem e€ssas mudang:as.

Partindo de dados prévios do nosso grupo com modelo murino, vimos que células Ly6G*
compdem a populacdo imune hepatica mais numerosa no figado ao nascimento. Analisando os
marcadores utilizados para a imunofenotipagem dos figados por CyTOF, concluiu-se que as células
Ly6G" hepaticas no camundongo recém-nascido sdo granuldcitos (Figuras 1). O Ly6G é uma
proteina encontrada no citoplasma e ¢ expressa também em mondcitos que estdo amadurecendo na
medula dssea, enquanto ¢ expressa em neutrofilos periféricos e em diferentes estagios de
maturacdo. A partir desse dado e do estudo da morfologia dessas células, correlacionando
diferentes técnicas, as células Ly6G" do figado, ou seja, os granuldcitos hepaticos, sdo

denominados “neutréfilos” (Figura 2).

Um ponto que chama a atencdo ¢ que, segundo a literatura, os neutrofilos sdo as primeiras
células a migrar para sitios de infec¢do e inflamag¢do e desempenham fung¢des importantes na
imunidade frente a patdgenos, atuando também na regeneragdao dos tecidos € na comunicagao
celular. Dessa forma, muito se associa um grande de neutréfilos a presencga de lesdo. No entanto,
vimos que mesmo recém-nascidos saudaveis apresentam numerosos neutréfilos no figado, o que
sugere que os neutrofilos podem desempenhar fungdes diversas, ndo s6 em um contexto

inflamatoério. Essas células podem, também, ter uma fungdo nao-imune.

O figado também passa por mudangas em sua arquitetura tecidual. Os arranjos
microvasculares sdo diferentes nos recém-nascidos em comparagdo aos figados de animais adultos.
Os neonatos t€ém uma rede vascular com morfologia alveolar, além de espacos circulares ocupados
por ninhos de células imunes e hepatocitos. Tal padrao foi observado apds 4 dias até 2 semanas de

vida, a partir da qual a rede vascular vai se ramificando. Em momentos posteriores (4 semanas), a
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microvasculatura hepdatica exibiu morfologia semelhante a de adultos (Figura 3), embora a
circulacdo nao tenha sofrido impacto diante de tais mudangas estruturais. H4 uma dinamica de
estruturagdo da morfologia dos compartimentos vasculares e avasculares do figado apos o
nascimento, sugerindo que este O0rgdo passa também por uma maturagdo morfoldgica apos a

embriogénese.

Com o objetivo de descrever a localizagdo e a distribui¢do dos neutrdfilos hepaticos,
obtivemos imagens do figado de animais vivos, através das quais visualizamos os neutrofilos em
um estado mais proximo ao natural. Controlando a temperatura do camundongo ¢ mantendo a
circulacdo do mesmo, buscamos garantir estudar o neutrofilo, que ¢ uma célula circulante, de
forma mais fidedigna ao contexto do organismo. Nas idades iniciais, vimos que os camundongos,
embora numerosos no figado, ndo circulam tanto quanto os neutréfilos de animais adultos, nem na
homeostase, nem em contexto de lesdo (Figura 6). Tal comportamento pode sugerir que ha um
processo que coordena a maturacao dessas células no figado apos o nascimento nas idades iniciais
que ¢ independente de lesdo, sendo intrinseco ao organismo. J4 em animais adultos, os neutréfilos
respondem a inflamacdo local, migrando rapidamente e em grandes quantidades para a regido
afetada pela queimadura. No figado, a migra¢do dos neutrdfilos até a area de lesdo ¢é feita dentro

dos vasos sanguineos.

Uma perspectiva obtida com este trabalho se deve a respeito do comportamento dos
neutr6filos em uma lesdo remota. Promovendo uma lesdo em uma regido distante do figado,
podemos avaliar se o recrutamento de células da medula dssea de animais de diferentes idades ¢ o
mesmo, € podemos avaliar se o numero de células mieloides no figado se altera nesse contexto, o
que pode responder se os neutrofilos hepaticos sdo mais migratdrios ou se, realmente, eles tém

outra fun¢do no microambiente hepatico em recém-nascidos, por exemplo.

A medida em que a idade dos camundongos avanga, ndo somente o comportamento dos
neutr6filos muda, como também o seu nimero total no figado. H4 uma reducdo gradual e
significativa no ntimero de neutrdfilos hepaticos (Figura 3). Ao longo do tempo, essas células
permanecem dentro do vaso (Figura 4), mas se organizam em nichos nas idades iniciais. O estudo
da localizacdo dos neutrofilos nos compartimentos intravascular e extravascular foi possivel com a
utilizacdo da reconstru¢do em 3D, uma alternativa mais precisa quando se trata de células
circulantes. Por variagdo focal, ¢ possivel confirmar se determinada célula est4 fora do caso, ou se

esta dentro do vaso, mas em um plano focal diferente.
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Os neutrofilos sdo conhecidos classicamente por iniciarem uma inflamagao aguda e sao
responsaveis por uma resposta imune pro-inflamatoria eficaz. Quando reativos, essas células
produzem espécies reativas de oxigénio, que podem atuar no crescimento celular, apoptose,
migracao de outros tipos celulares, na liberagdo de vasoconstritores, por exemplo. Desta forma, a
avaliagdo da producdao de ROS por neutréfilos ¢ um modelo tradicional e estabelecido para se
estudar a fungdo dessas células. Neste trabalho, vimos que a porcentagem de neutroéfilos produtores
de ROS sdo se alterou ao longo do tempo, mas a producao total de ROS, avaliada pela intensidade
mediana de fluorescéncia das amostras, sofreu um aumento transiente nas primeiras semanas apos

o nascimento (Figura 7).

As amostras emitem fluorescéncia quando hé oxidagdo por ROS. O aumento transiente na
producdo de ROS na primeira semana de vida pds-natal sugere que, mesmo os neutrofilos
apresentando menor motilidade frente a uma lesdo na primeira semana de vida do camundongo, ¢
nesta idade que, aparentemente, essas células produzem mais ROS, tendo maior resposta frente a
determinada mudanca no ambiente, podendo ser uma mudanga na prépria arquitetura hepatica.
Também como perspectiva do trabalho, ¢ importante avaliar como as mudancgas estruturais no

desenvolvimento pos-natal do figado sdo coordenadas, e se os granuldcitos hepaticos tém um papel

nesse processo.

Trabalhos recentes tém mostrado como a microbiota intestinal no inicio da vida esta
envolvida em varios processos bioldgicos, como o metabolismo, a imunidade e o neuro-
desenvolvimento cognitivo. A perturbagdo na microbiota intestinal do bebé aumenta o risco de
doengas no inicio e mais tarde na vida, e existem momentos pontuais da vida do bebé em que
possiveis perturbacdes podem afetar mais a microbiota intestinal (Raspini et al., 2021). Segundo o
estudo recente feito por Raspini e colaboradores, existem fatores pré-natais e poOs-natais que
influenciam a composi¢do da microbiota intestinal infantil aos seis meses de idade. Considerando
isto, faz-se importante conectar o estudo do sistema imune hepético ao estudo da microbiota
intestinal, uma vez que ambos podem reger processos importantes que ditam a maturagdo do
sistema imune como um todo e, consequentemente, a saide do individuo ao longo de toda a sua
vida. Tais processos acontecem nos primeiros dias, ou nas primeiras semanas € meses poOs-parto.
Como mais uma perspectiva, pode-se buscar entender se a coloniza¢do bacteriana intestinal esta

relacionada a funcao dos granuldcitos hepaticos. Para tal, faz-se interessante a utilizagao de
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camundongos germ-free.

O figado, portanto, ¢ um 6rgao chave para que se compreenda melhor o desenvolvimento
do sistema imune logo apds o nascimento, um periodo em que os bebés estdo expostos a desafios, a
microrganismos, dietas e a demais fatores que podem moldar a sua resposta imune por toda a vida.
Vimos que o figado passa por uma maturacdo imune e morfoldgica apds a embriogénese, € 0s
granulocitos podem ter um papel relevante nessa dindmica e, consequentemente, no sistema imune

como um todo.
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7. Conclusoes

Com este trabalho, podemos concluir que:

Os granuldcitos sao a populagdo imune mais abundante no figado ao nascimento, ¢ a
maioria dessas células sao neutrofilos.

Ha uma redugdo gradual no nimero de neutrédfilos no figado desde o nascimento até a
idade adulta, acompanhando uma mudanca estrutural nos vasos hepaticos.

Os neutroéfilos respondem de forma diferente a uma lesao no desenvolvimento pos-natal.
O figado passa por uma maturacdo imune e morfoldgica apds a embriogénese, e 0s

granuldcitos podem ter um papel relevante nessa dindmica.
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