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RESUMO

O bacgo é fundamental para a vigilancia imunolégica, atuando como uma linha
de defesa para antigenos e parasitos que se espalham pelo sangue. Caracterizado
como um o6rgdo multifuncional, bastante singular e complexo, apresentando uma
estrutura bem compartimentalizada e diferente dos demais érgéaos linfoides, o bago
integra as imunidades inata e adaptativa em um nivel altamente organizado, além de
manter a homeostase sanguinea. Cada regido do 6rgao possui tipos celulares
especificos, assim como fungdes e estruturas distintas. O desenvolvimento
embrionario esplénico é conhecido e bem caracterizado. No entanto, o baco n&o esta
completamente desenvolvido no nascimento e o processo de organizagao do tecido
é resultado de processos dinamicos mantidos ao longo de toda a vida do individuo.
E, as mudancgas decorrentes deste processo, e suas particularidades, ainda nao
foram totalmente compreendidas no contexto esplénico até os dias atuais. Logo, o
objetivo desse trabalho foi estudar a dindamica dos leucdcitos do bago no periodo
pos-natal e como eles se organizam e interagem espacialmente in vivo. Para isso,
usamos uma nova combinagao de anticorpos selecionados e fluoréforos para criar
imagens do ambiente imunolégico do baco, descrevendo pela primeira vez a
dindmica do desenvolvimento imune em trés fases de vida distintas: neonatal, infantil
e adulta. Observamos um aumento expressivo no numero de leucdcitos totais no
baco entre a 12 e a 8% semanas de vida; mais especificamente um aumento de 6
vezes. Também constatamos que a populagao de células B se caracteriza como a
maior populagdo celular imune no ambiente esplénico em todas as idades
estudadas, permanecendo proporcionalmente estavel ao longo da vida. A populagao
de células T, por sua vez, apresenta um aumento significativo em sua frequéncia.
Ainda, detectamos que a composicdo celular e a distribuicdo dos leucdcitos
esplénicos é bastante distinta nos neonatos, e bastante similar entre os infantes e
adultos. Além disso, revelamos como as infecgdes — usando um modelo de malaria
— podem alterar o perfil imune e a organizagao celular do bago em adultos e infantes,
0 que pode ajudar no entendimento dos diferentes graus de gravidade da infecgao.
Este novo protocolo de microscopia pode, portanto, ser extremamente util para
diferentes grupos de pesquisa biologica, possibilitando o advento de novas
abordagens, assim como avangos no campo dos estudos intravitais.
Palavras-chave: baco, desenvolvimento esplénico pds-natal, células imunes, malaria,

microscopia confocal.



ABSTRACT

The spleen is a unique secondary lymphoid organ that presents many
important functions in immunity and blood homeostasis. Splenic architecture and its
multicellular composition allow for blood surveillance and facilitate interactions
between antigen-presenting cells (APCs) and lymphocytes, integrating innate and
adaptive immune responses in an organized way. The spleen hosts all subtypes of
leukocytes, including myeloid and lymphoid cells. These cells are key protectors of
the organism because they identify blood borne pathogens and cellular stress,
remove dying cells and foreign material, regulate tissue homeostasis and
inflammatory responses, and shape adaptive immunity during postnatal
development. Additionally, they can be key players in different parasitic diseases,
such as bacterial and protozoan infections. However, how spleen leukocytes evolve
across the developmental phase, and how they spatially organize and interact in vivo
is still poorly understood. Using a novel and unique combination of high dimensional
intravital microscopy, here we revealed how the splenic immune system evolves
during life, describing the main immunologic changes during postnatal development.
We observed a significant increase in the number of total leukocytes in the spleen
between the 1st and 8th weeks of life; more specifically a 6-fold magnification. We
also found that the B cell population is characterized as the largest immune cell
population in the splenic environment at all ages studied, remaining proportionally
stable throughout life. The T cell population, in turn, shows a significant increase in
its frequency. Furthermore, we detected that the cellular composition and distribution
of splenic leukocytes is quite different in neonates, and quite similar between infants
and adults. Also, we exhibited how infections — using a model of malaria - might
change the spleen immune profile in adults and infants, which could become the key
to understanding different severity grades of infection. Therefore, we laid the
foundations for future studies aiming to image cells under their native environment,
developing not only a novel panel of seven different fluorophores that works in vivo,
but also all the paths to use conventional confocal microscopes to work as multi-
channel imaging platforms. Our new imaging solutions can be extremely useful for
different groups in all areas of biological investigation, paving the way for new
intravital approaches and advances.

Keywords: spleen, postnatal splenic development, immune cells, malaria, confocal

microscopy.
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1. INTRODUGAO
1.1.0 bago

Um tanto peculiar e singular, o bago é um 6géo linfoide secundario que
realiza fungdes diversas e fundamentais ao organismo. Localizado do lado esquerdo
da cavidade abdominal, justaposto ao figado, estémago e intestino, € o unico 6rgao
linfoide interposto na circulagado sanguinea, o que significa que os antigenos chegam
ao tecido via sangue, nao pelos vasos linfaticos (Lewis, Williams and Eisenbarth,
2019). A arquitetura esplénica e sua composi¢ao multicelular permitem uma constante
vigilancia do sangue, e facilitam as interagdes entre as céulas apresentadoras de
antigenos (APCs) e os linfocitos, integrando as imunidades inata e adaptativa em um
nivel altamente organizado (Zhao et al., 2015). Ademais, o baco é responsavel pela
destruicado dos eritrocitos senescentes e danificados (Kristiansen et al., 2001; Connell,
Shurin and Schiffman, 2018), tem fungdo na homeostase lipidica (Fernandez-Garcia
et al., 2020), atua como reservatorio de mondcitos (Swirski et al., 2009) e precursores
de células mieloides (Bronte and Pittet, 2013), atua como um sitio de hematopoiese
extramedular em resposta a injurias (Golub et al., 2018), além de agir como um “filtro”
fagocitario (Mebius and Kraal, 2005).

Aspectos histologicos permitem a divisdo do bago em duas regides distintas: a
polpa vermelha e a polpa branca. Entre essas duas regides ha ainda uma terceira
localidade denominada zona marginal, nos roedores, ou zona perifolicular, em
humanos (Steiniger, 2015). Cada uma destas regides possui tipos celulares
especificos, assim como funcbes e estruturas distintas, observando-se uma
arquitetura muito bem planejada (llustragdo 1). A polpa vermelha é constituida
majoritariamente por macrofagos, eritrécitos, células dendriticas (DCs) e plasmécitos.
Células NK também estao presentes na polpa vermelha. A zona marginal compreende
dois diferentes subtipos de macréfagos, diferentes populagdes de DCs e um tipo
distinto de célula B. A polpa branca, por sua vez, é predominantemente tecido linfoide,
organizada em zonas de linfécitos T e B, denotando a regido de maior
volume/concentragao celular do 6rgéo (Desanti et al., 2007). O sangue chega ao
orgao pela artéria esplénica, flui pelas arteriolas da polpa branca e € entregue aos
corddes esplénicos da polpa vermelha. Apds sua passagem pela polpa vermelha em

sistema aberto, o sangue é coletado pelos seios esplénicos, flui até a veia esplénica
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e segue para o espacgo porta-hepatico (Mebius and Kraal, 2005; Lewis, Williams and
Eisenbarth, 2019). Ao redor das arteriolas centrais forma-se a bainha linfoide
periarteriolar (PALS), uma zona de células T e local de interac&o entre DCs e linfocitos.
Dentre as populagdes imunes do bacgo, os linfocitos B, os macrofagos e as
células dendriticas compreendem os tipos celulares mais bem estudados, com maior
aporte de informagdes na literatura. Em especifico, os macréfagos apresentam quatro
populagdes heterogéneas no 6rgao, com localizagdes, origens e fungdes distintas
(Epelman, Lavine and Randolph, 2014; Borges Da Silva et al., 2015). Os macréfagos
da polpa vermelha s&o células que cobrem uma vasta area da regido pela qual levam
o nome e, em camundongos, s&do caracterizados pela expressdo de F4/80Md". Sao
responsaveis pela fagocitose das células vermelhas do sangue, pelo metabolismo do
ferro, pela diferenciagéo de linfocitos T naive em linfocitos Treg € atuam em infecgdes
por parasitas (Kurotaki, Uede and Tamura, 2015). Na zona marginal encontramos os
macrofagos da zona marginal (MZMs), que expressam tipicamente em sua superficie
SIGNR1 e MARCO, e os macréfagos marginais metalofilicos (MMMs), definidos
principalmente pela expressao de Siglec-1 (CD169) e MOMA-1. Trabalhos indicam o
papel destas células no reconhecimento e fagocitose de particulas opsonizadas e nao-
opsonizadas (Kraal and Mebius, 2006). Por ultimo, os macrofagos de corpos tingiveis
situam-se nos foliculos de linfécitos B da polpa branca e sao caracteristicos pela
expresséo de CD68, com fun¢des ainda pouco conhecidas (Gordon and Taylor, 2005;
Davies et al., 2013).
Diante de tal descrigao, € possivel ter uma leve percepg¢ao do quao complexo
0 baco é e como ainda possui muitos aspectos a serem desvendados e estudados de
forma mais aprofundada. Portanto, trata-se de um 6rgao linfoide singular devido a sua
localizagao no sistema circulatério e a estrutura diferenciada de seus compartimentos
linfoides. E, apesar de ainda pouco compreendido em sua totalidade, ele se mostra
muito importante ao organismo, integrando e regulando respostas imunes locais e
sistémicas, e atuando como um dos sitios responsaveis por manter a homeostase

sanguinea (Bronte and Pittet, 2013; Borges Da Silva et al., 2015).
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llustragao 1. Estrutura e organizagao do bago. Organizagdo dos compartimentos
esplénicos. Polpa branca, composta pelos foliculos de células B (BCZ), centros
germinativos (GC) e pela zona de células T (TCZ), € envolta pela polpa vermelha.
Entre estas duas regides, tem-se a zona marginal (MZ), em roedores, ou zona
perifolicular (PFZ) nos humanos. Artéria esplénica, veia esplénica e nervo esplénico
penetram o 6rgao pela regido do hilo. BC: bridging channel, RBC: red blood cell, cDC:
conventional dendritic cell, MZB: marginal zone B cell; RPM: red pulp macrophages;
MZM: marginal zone macrophages; MMM: marginal metalophilic macrophages; DZ.
dark zone; LZ: light zone. Adaptado de Lewis, Williams and Eisenbarth, 2019; Wei et
al., 2022.

1.2.0 bago no periodo embrionario e neonatal

Considerando que uma gestagao normal de camundongo dura de 19-21 dias, os
primordios do bago sdo detectados no tempo gestacional E10.5-11, aproximadamente
(Desanti et al., 2007). O processo se inicia pela condensagao de células mesenquimais
do mesogastrio dorsal, adjacente ao estdmago e ao pancreas dorsal, e uma cascata
genética controla o desenvolvimento inicial do érgao (Brendolan et al., 2007). Células-
tronco hematopoiéticas (HSCs) e células progenitoras sao identificadas no bago fetal
no dia E13 (Landreth, 2002). Inclusive, o bago compreende uma populagao de células

precursoras derivadas do figado fetal (Rosado et al., 2009).



O bago fetal caracteriza-se como um o6rgao hematopoiético que é
constantemente colonizado por HSCs circulantes (Christensen et al., 2004; Bertrand
et al., 2006). No dia E12, macrofagos provenientes do saco vitelinico ja colonizam o
orgao, e nos dias E13-E13.5, os primeiros progenitores eritrociticos, mieloides e
linfoides s&o detectados, aumentando em numero até o dia E16.5 (Desanti et al.,
2007). No tempo E15.5, o microambiente esplénico € amplamente composto por
monadcitos/macrofagos que se distribuem homogeneamente por todo o 6rgao
(Bertrand et al., 2006). Os subtipos celulares linfoides sdo entdo observados no dia
E16.5, e suas respectivas populacdes aumentam consideravelmente até o nascimento
(Desanti et al., 2007). O desenvolvimento esplénico, entretanto, ndo esta completo no
nascimento e o processo de organizagdao do tecido é resultado de processos
dindmicos mantidos ao longo de toda a vida do individuo, como nos demais 6rgaos
linfoides secundarios (Desanti et al., 2007; Vondenhoff et al., 2008).

Citocinas da superfamilia do TNF, assim como quimiocinas especificas, tém
um papel muito importante no processo do desenvolvimento esplénico, pois guiam e
influenciam a compartimentalizagao do 6rgao. A linfotoxina-a (LT- a), por exemplo, se
faz essencial para a estruturacdo de toda a polpa branca, especialmente, para a
formacao das células dendriticas foliculares e dos foliculos em si (Beck et al., 2007).
A segregacgao dos foliculos em zonas de linfocitos T e zonas de linfocitos B, em
contrapartida, comecga entre os dias 3 e 7 pos-nascimento e € mantida ao longo da
vida por uma constante comunicagéo entre as células B, T e as células do estroma.
As moléculas que atuam mantendo a segregacao destas zonas T e B sdo as mesmas
envolvidas na origem da polpa branca (LTa1p2, TNFa, CXCL13, CCL19, CCL21,
CCR5, CCRY7) (Tumanov et al., 2002; Mccarthy et al., 2006). A regionalizagdo em
polpa vermelha e polpa branca ocorre entre o 5° e o 7° dia neonatal, e o
estabelecimento da zona marginal acontece concomitantemente. Entretanto, os
macrofagos da polpa vermelha sao localizados nessa regido do érgéo apenas entre a
segunda e a terceira semana pds-natal, quando a compartimentalizagao definitiva das
polpas é evidente (A-Gonzalez et al., 2013; A-Gonzalez and Castrillo, 2018). E, o
processo de hematopoiese no bago € observado até a segunda semana de vida
(Bertrand et al., 2006). O estagio neonatal, portanto, constitui a fase de transi¢ao entre
a funcao hematopoiética e o estabelecimento de um sistema imune esplénico eficiente

ao combate de agentes infecciosos.
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1.3. Malaria: aspectos epidemiolégicos e patolégicos

Patoégenos transmitidos pelo sangue e infecgdes causadas por parasitas, como
€ o0 caso da malaria, induzem respostas esplénicas um tanto quanto pronunciadas,
porém, variaveis. Observam-se alteracdes no tamanho do bago, em sua arquitetura e
composicao celular (Ferrer et al., 2014; Ghosh and Stumhofer, 2021). A malaria é uma
doencga infecto-parasitaria transmitida pelo mosquito do género Anopheles infectado
pelo protozoario do género Plasmodium, € que permanece como um problema de
saude publica em regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (Escalante and
Pacheco, 2019). Em 2020, a estimativa foi de 241 milhdes de casos e 627 mil mortes
em todo o mundo (WHO, 2021). Criangas de até 5 anos s&o o publico mais vulneravel
e afetado pela doenca, representando cerca de 60% das mortes anuais (Varo,
Chaccour and Bassat, 2020).

Alguns aspectos da doencga variam entre as regides onde a malaria € endémica,
como: as espécies do parasita que causam a doenca, a prevaléncia de infecgoes
subclinicas, o surgimento de resisténcia aos tipos de tratamento e as intervengdes
realizadas. Um diverso grupo de espécies do género Plasmodium é capaz de infectar
uma grande variedade de hospedeiros vertebrados. No caso dos humanos, quatro
espécies sdo catalogadas, porém, a maioria dos casos severos e mortes ocorrem por
infecgbes por Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax (Escalante and Pacheco,
2019). Dentre as espécies capazes de infectar roedores, podemos citar como exemplo
o P. chabaudi, com diferentes cepas utilizadas em pesquisas laboratoriais que
induzem condigdes imunoldgicas e patologicas que se assemelham a fisiopatologia
observada em humanos (Craig et al., 2012). Sendo assim, camundongos infectados
com cepas de parasitos constituem modelos uteis no estudo, compreensao e
descrigao dos aspectos clinicos da doenga, tanto em contexto sistémico quanto 6rgéo-
especifico.

A infeccdo malarica inicia-se quando a fémea do mosquito, infectada pelo
protozoario, inocula um numero substancial de esporozoitos (forma infectante do
parasito) no sangue do hospedeiro ao se alimentar (llustragdo 3). Os esporozoitos
atingem, entado, a corrente sanguinea, se dirigem ao figado e infectam os hepatécitos
(células parenquimais do figado), estabelecendo-se dentro de um vacuolo parasitéforo
(Varo, Chaccour and Bassat, 2020). Este vacuolo é essencial para a sobrevivéncia do
parasito, sofrendo frequentes remodelamentos para escapar dos mecanismos de
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defesa dos hepatécitos e para utiliza-lo como um canal absortivo de nutrientes
oriundos da célula hospedeira (Nyboer et al., 2018). Quando bem-sucedido, ainda no
hepatdcito, o parasito sofre replicacdo e forma os merozoitos. Esta etapa classifica-
se como o estagio pre-eritrocitico ou fase hepatica do ciclo do parasita,
caracterizando-se como o periodo silencioso da doencga, uma vez que o hospedeiro
ainda ndo manifesta quaisquer sintomas (Sturm et al.,, 2016). Em seguida, os
merozoitos séo liberados na corrente sanguinea e inicia-se o estagio eritrocitico da
doenga, em que sintomas clinicos ja sdo observados. Estes merozoitos maduros
perdem a capacidade de infectar hepatdcitos e passam a infectar os eritrocitos. Logo
ap6s a infeccao dos globulos vermelhos (iRBCs), os parasitos aparecem
morfologicamente como anéis dentro das iRBCs e se desenvolvem em trofozoitos,
sofrem esquizogonia, e finalmente formam merozoitos diferenciados, que sao
novamente langados na corrente sanguinea. Estas particulas podem, assim, invadir
outros glébulos vermelhos, mantendo o ciclo (Mota Maria M. et al., 2001; Chang and
Stevenson, 2004).

Os globulos vermelhos contendo parasitas em estagio de anel exibem pequenas
modificagdes em sua superficie na forma de moléculas de adesédo, permitindo assim
que estes mantenham sua forma bicobncava e naveguem pelos corddes esplénicos
antes de retornar a circulagdo. A medida que o parasita faz sua transicdo para o
estagio de merozoito diferenciado, o numero de proteinas derivadas do parasito e
expressas na superficie do eritrécito aumenta, ao mesmo tempo que a
deformabilidade da célula diminui, aumentando sua probabilidade de ser retida e

destruida pelos macrofagos do bago (Cranston et al., 2016).
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llustragao 2. Ciclo do Plasmodium spp. Ciclo de vida do protozoario parasita,
evidenciando os estagios hepatico e eritrocitico da doenga no hospedeiro vertebrado,
e seus respectivos eventos sequenciais. Adaptado de Varo, Chaccour and Bassat,
2020.

1.4.0 bago no contexto infeccioso da malaria

Durante a infeccédo pelo Plasmodium, o bacgo transforma-se em uma “bolha de
atividade” onde uma intensa progressao de eventos se passa (llustragdo 4). Nos
primeiros estagios da infecgdo, se observa um quadro de esplenomegalia, e a
ativacao policlonal de células B promove a expansao e diferenciacdo destas em
plasmablastos (Stevenson and Kraal, 1989; del Portillo et al., 2012). Mondcitos
inflamatoérios sédo recrutados e se diferenciam em macréfagos que auxiliam a
fagocitose e eliminacdo das iRBCs (Ferrer et al., 2014). Ha, também, o
desenvolvimento de progenitores de células B em linfécitos maduros, a ativagao de
células T CD4+ levando a sua diferenciagdo em tipos efetores, a migragao e interagao
entre as células B e T, além da ocorréncia das reagdes de centro germinativo (Urban
et al., 2005). Diferentes fenoétipos de linfécitos T podem ser detectados no bago no
climax da resposta imune esplénica. Desse modo, a infeccdo induz uma resposta

imune humoral lenta e com baixo nivel de coordenagao, promovendo a desintegragao



da borda entre polpa branca e polpa vermelha, a disrupgdo da zona marginal e a
desestruturacéo dos centros germinativos (Lewis, Williams and Eisenbarth, 2019). Em
estagios mais tardios, observa-se uma alteragdo na coloragdo do 6rgao devido ao
acumulo de hemozoina no tecido, um pigmento produzido pelo Plasmodium spp. e
produto da metabolizagdo da hemoglobina hospedeira. Seguindo a resolugédo da
infeccdo, o bago contrai significativamente seu tamanho, os centros germinativos
contraem e a zona marginal é reestabelecida. Portanto, a estrutura esplénica original
é restaurada. Finalmente, linfécitos B de memoria deixam o érgédo em diregdo aos
demais o6rgédos linfoides, plasmécitos se dirigem a medula O0ssea e as distintas
populagdes de linfécitos T de memaria se distribuem de acordo com seus respectivos
fendtipos (Ghosh and Stumhofer, 2021).

Uma consequéncia comum da infecgdo aguda pelo Plasmodium é a ocorréncia
de um quadro anémico tanto pela grande retengcdo e fagocitose dos eritrocitos
infectados, quanto por uma mudang¢a na hematopoiese na medula 6ssea (Villeval et
al., 1990). A alta demanda por células mieloides para o clearance de iRBCs, reduz a
capacidade da medula em produzir eritrocitos e linfocitos. Assim, com o intuito de
tentar compensar tal prejuizo e dar um certo suporte, o bago assume um importante
papel como sitio eritropoiético, e também passa a realizar a mielopoiese (Belyaev et
al., 2010, 2013). No entanto, esta hematopoiese extramedular foi investigada apenas
em camundongos e ndo se sabe se mecanismos semelhantes ocorrem nos humanos
(Asami et al., 1992; Yap and Stevenson, 1992). Estudos utilizando modelos murinos
mostram, ainda, que, no contexto infecioso, a circulagao aberta no baco passa para
um sistema fechado temporario, pois ocorre a formagdo de uma barreira fisica
constituida por fibroblastos - também denominados células de barreira (Weiss, 1991)
-, associados a fibronectina e colageno (Weiss, Geduldig and Weidanz, 1986). Ao que
tudo indica, células progenitoras trazidas pela corrente sanguinea e células
proliferativas no bago dao origem a estes fibroblastos.

Individuos que sofreram esplenectomia (retirada do bago) e que enfrentam uma
infeccdo primaria de malaria apresentam casos mais severos da doenga, além de
maiores taxas de mortalidade em comparacéao a individuos que possuem o érgéo. E,
individuos que vivem em areas endémicas, possuem anticorpos especificos ao
parasita e foram esplenectomizados, exibem cargas parasitarias mais altas e
episodios mais frequentes de febre do que individuos com o bacgo intacto (Buffet et al.,

2011). Pelo que os dados na literatura indicam, as particulas parasitarias que sofrem
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opsonizagado nao sao eliminadas tdo rapidamente pelas populacées de macréfagos
do figado e de outros 6rgaos, como acontece pelos macréfagos da polpa vermelha do
baco (Quinn and Wyler, 1979; Dockrell, de Souza and Playfair, 1980). Desse modo,
percebe-se que o bagco desempenha fungdes essenciais na eliminacdo do parasita
mesmo quando ja existe uma imunidade previamente adquirida ao agente etioldgico.
Assim, dado o panorama atual da malaria no mundo, se faz necessaria a realizagao
de estudos aprofundados para melhor entendimento da patofisiologia da doenga,
assim como o advento de novas ferramentas que auxiliem, pelo menos, na reducao

do numero de mortes.
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llustracao 3. Alteracdes na estrutura esplénica ao longo da infecgao malarica.
Sequéncia de eventos que compdem a resposta imune esplénica ao longo da
infeccgao pelo agente parasitario causador da malaria. No inicio da resposta vemos a
chegada de mondcitos inflamatérios ao bago e a ativagao de linfécitos B, seguido pela
ativacao das células T. Concomitantemente, se observa a desorganizagao estrutural

do 6rgédo, em que ocorre uma perda da delimitagdo entre a polpa branca e polpa
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vermelha, e desestruturagcao da zona marginal. Ja nos estagios finais tem-se alteragao
na cor do tecido pelo acumulo de hemozoina, e a restauragcao da estrutura esplénica
original. Por fim, linfécitos B de memoaria, plasmdécitos e as distintas populagdes de
linfocitos T de memdria deixam o 6rgao e distribuem-se em diferentes locais do corpo.
Adaptado de Ghosh and Stumhofer, 2021.

1.5. Microscopia e o advento de marcadores fluorescentes

Os primeiros relatos do uso da microscopia intravital datam de estudos
fisiologicos apds a introdugao do primeiro microscépio de fluorescéncia por Heimstadt,
em 1911 (Secklehner, Celso and Carlin, 2017), e apés o desenvolvimento de
fluoréforos exdgenos. O advento de proteinas fluorescentes e sondas fluorescentes
tém desempenhado um papel importante no ramo de imagens cientificas. O
surpreendente advento da proteina fluorescente verde (GFP) - originalmente isolada
de Aequorea victoria -, por exemplo, testemunhou um grande avang¢o no “mundo da
imagem” (Shimomura, 1979). Desde entdo, a combinagdo de fluorescéncia
geneticamente determinada com sondas exdgenas catalisou uma enorme e rapida
expansdo em nossa capacidade de retratar fenébmenos vivos (Tsien, Ernst and
Waggoner, 2006).

Apesar da relevancia da distribuigdo geografica das células imunes e sua relagao
fisico-dindmica dentro do bago, muitos dos estudos realizados até o momento
empregaram técnicas histoldgicas convencionais ou citometria de fluxo para entender
a biologia do 6rgéo. As limitagdes principais dessas duas abordagens incluem: i) visdo
estatica de um ambiente extremamente dindmico imposto pela histologia classica; ii)
perda de interacao célula-célula e localizacao celular in situ devido aos procedimentos
de digestdo tecidual necessarios para citometria de fluxo; iii) limitacdes dos
marcadores fluorescentes nas técnicas convencionais de imunofluorescéncia,
impossibilitando a imunofenotipagem precisa em amostras do baco.

Nas pesquisas, a microscopia € uma ferramenta utilizada com o intuito de
fornecer informagbes espaciais, permitindo uma analise qualitativa do objeto de
estudo, com um grande “apelo” visual (Stoltzfus et al., 2020). Entretanto, a
visualizacdo e quantificacdo estrutural definida por multiplas combinacées de
fluoréforos ainda € um grande desafio (Gerner et al., 2012). A citometria de fluxo, em
contraste, permite a analise quantitativa de populagbes celulares, porém, o

agrupamento de células durante a analise € baseado apenas na similaridade,
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desconsiderando informacdes sobre a localizagao ou suposta interagao intercelular.

A demanda pelo desenvolvimento de novos fluoréforos que permitissem a
imunofenotipagem em alta dimensao pela citometria de fluxo - incluindo até 50
parametros simultdneos em uma unica amostra - criou uma infinidade de opgdes de
moléculas no mercado. As novas geragdes de polimeros, isto é, os corantes da familia
dos Brilliant Violets (BVs) possibilitam a excitacdo simultanea de varias moléculas
usando uma unica linha de laser (isto €, 405nm), mas com emissao em diferentes
regides do espectro visivel, variando de 450 a > 780nm (llustragédo 4) (Chattopadhyay
et al., 2012). Isso permite a combinagao de varios corantes do tipo BV com outros
fluoréforos convencionais, aumentando o numero de parametros analisados
simultaneamente. Portanto, esses novos fluorocromos sintéticos catalisaram uma
revolucdo no estudo de populagdes celulares distintas, permitindo a aquisicao de
dados mais confiaveis e a descricdo de novos fenbmenos celulares.

Por outro lado, a microscopia confocal intravital € uma técnica avangada que se
tornou amplamente utilizada para visualizar tecidos e células em alta resolucdo em
seu ambiente nativo (Smith, 2011). No entanto, devido a limitagdes técnicas inerentes
ou desconhecimento das aplicagdes de corantes, a maioria dos trabalhos com
imagens utilizam apenas dois ou trés canais do microscépio, limitando as
oportunidades de identificacdo de células e analises in vivo. Buscamos neste trabalho,
portanto, descrever um novo protocolo para microscopia confocal intravital utilizando
um painel de fluoréforos conjugados a anticorpos especificos. Tal metodologia foi
aplicada com o intuito de visualizar populagdes de células do sistema imune de um
jeito nunca antes feito, revelando as particularidades do desenvolvimento imune do
bacgo no periodo pds-natal e as alteragdes celulares no microambiente esplénico frente
a uma infecg¢ao parasitaria aguda.

1 Violet

llustracao 4. Painel de fluoréforos da familia dos Brilliant Violets (BVs). Os
diferentes fluorocromos que compdem a familia dos Brilliant Violets sdo excitados por

um feixe de luz de comprimento de onda similar (405nm), porém, cada um deles emite
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essa energia, na forma de fluorescéncia, em diferentes comprimentos de onda. Isto €,
cada um deles apresenta um pico de emissao caracteristico e distinto dos demais,

cobrindo diferentes regides do espectro visivel.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Estudar o desenvolvimento imune celular do bago no periodo pds-natal,

utilizando um novo protocolo em microscopia confocal.
2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Testar e comprovar a viabilidade de um novo protocolo em microscopia

confocal;

2.2.2. Compreender a dinamica de determinadas populag¢des celulares no bago de
camundongos em diferentes idades;

2.2.3. Caracterizar, mapeamr e quantificar as células imunes no 6rgéo;

2.2.4. Descrever as mudangas/alteragdes observadas na arquitetura e organizagao

do ambiente esplénico ao longo do desenvolvimento do camundongo;
2.2.5. Testar a viabilidade do novo protocolo em um modelo de infecgéo;

2.2.6. Estudar o quadro infeccioso em camundongos infantes e adultos, analisando

as alteracdes no microambiente esplénico.
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3. METODOLOGIA
3.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6,
provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais
(Cebio) (ICB/UFMG). Estes animais foram organizados em matrizes (grupos de duas
fémeas para cada um macho) e as ninhadas provenientes dos cruzamentos foram
mantidas para montagem de novas matrizes para geragdo de camundongos que
seriam utilizados nos experimentos. Portanto, animais de diferentes idades (1, 3 e 8
semanas) foram gerados e todos os camundongos foram acondicionados em
microisoladores com ragéo autoclavada (NUVILAB) e agua ad libitum, em condicoes
controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12h). Os
procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com as normas do Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA 143/2022).

3.2. Microscopia confocal intravital in vivo

A microscopia intravital do bago de camundongos nas idades de 7 e 21 dias, e
oito semanas, foi realizada utilizando o microscopio confocal Nikon Ti A1 (Nikon,
Japao) e marcadores fluorescentes. Primeiramente, os camundongos receberam por
via intravenosa (i.v.) uma solugdao de IgG (12,5 pg/g, Sigma-Aldrich) e, apdés 15
minutos, também por via intravenosa (i.v.), foi administrada uma solugdo contendo os
seguintes anticorpos conjugados a fluorocromos: anti-CD31 BV421 (0,15 pg/g, clone
390, BD), anti-F4/80 Bv480 (0,05 pg/g, clone T45-2342, BD), anti-Ly6C BV605 (0,1
Mg/g, clone AL-21, BD), anti-Ly6G BV711(0,1 pg/g, clone 1A8, BD), anti-CD19 BB515
(0,1 pg/g, clone 1D3, BD), anti-NK1.1 PE (0,06 ug/g, clone PK136, BD) e anti-CD3e
APC (0,06 pg/g, clone 145-2C11, BD). Tais anticorpos foram desenhados por meio de
uma parceria com a empresa BD Bioscences, sendo produzidos e fornecidos pela
mesma. Em seguida, os animais foram anestesiados (4ul/g) com injegao subcutanea
de xilazina (15 mg/Kg, Syntec) e ketamina (80 mg/Kg, Syntec) diluidos em salina, e
submetidos a cirurgia para exposi¢ao do bago. Um suporte adaptado de acrilico foi
utilizado para posicionar o animal, e o bago foi exposto sob uma laminula de vidro.
Com o animal ja devidamente posicionado no microscépio, videos e imagens foram

imediatamente adquiridas de diferentes campos do 6rgao, e em diferentes aumentos,
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na nova configuragdo com sete canais ativos. Para analise do fluxo sanguineo, alguns
animais nao receberam os anticorpos, mas FITC albumina diluida em salina (12,5 ug/g,
Sigma-Aldrich), também por via intravenosa (i.v.), apds a realizagédo da cirurgia e no
momento inicial da filmagem. Finalizada a aquisi¢do, os arquivos foram gerados
utilizando os softwares NIS-Elements AR Analysis 5.41.01(Nikon) e Volocity 6.3
(PerkinElmer).

3.3. Modelo de infecgao por Plasmodium chabaudi

Amostras criopreservadas da cepa de Plasmodium chabaudi chabaudi (AS),
foram descongeladas em temperatura ambiente e posteriormente inoculadas via
intraperitoneal (100uL/animal). A manutencao da cepa foi feita em passagens seriais
em camundongos C57BL/6, uma vez por semana, até dez vezes (dez semanas). Para
infeccdo experimental, os camundongos foram inoculados por via intravenosa (i.v.),
com 1x10° eritrocitos infectados, em duas diferentes idades: 2 e 7 semanas. Uma
semana apos o inéculo, os animais foram submetidos aos ensaios experimentais de
microscopia confocal. Os animais do grupo “controle” receberam o mesmo volume de
PBS estéril, administrado via intravenosa. A parasitemia foi quantificada por
esfregacos sanguineos corados por panoético rapido (Laborclin), e analisada em
microscopio Optico, a cada dois dias, e a sobrevivéncia dos animais infectados foi

analisada durante trinta dias apds a infeccao.
3.4. Ildentificacao das populagoes celulares e quantificagao por tipo celular

A quantificagcéo celular foi feita manualmente com o auxilio do software ImageJ.
Para definicao de cada populagao celular foram utilizados dois critérios: marcagao pelo
anticorpo especifico para o tipo celular e morfologia observada nas imagens. Foram
contabilizadas 3 imagens por animal, utilizando todo o campo capturado, e o resultado
de cada individuo foi obtido pela média das trés contagens. Todas as trés idades foram
submetidas a contagem para posterior comparagao, € um minimo de 5 animais foi
utilizado por grupo. Os resultados obtidos, por campo, para cada tipo celular, foram

expressos em numeros absolutos e em porcentagem.
3.5. Andlise das areas de lesao

A quantificagdo das areas lesionadas nos bagos de camundongos infectados
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pelo agente etioldgico da malaria foi realizada no software NIS-Elements AR Analysis
5.41.01 (Nikon). Tal levantamento foi feito manualmente e o resultado da area total de
lesdo de cada imagem foi expresso em porcentagem, e calculado fazendo a proporgao

da soma das areas lesionadas em relag&o a area total de cada imagem.
3.6. Citometria de fluxo
3.6.1.Isolamento das células imunes do bago

Os camundongos foram anestesiados, e tiveram seus bagos removidos e
macerados diretamente no cell strainer. O produto obtido pela maceragdo, em conjunto
com o meio RPMI, foi transferido para um tubo, e a solugao foi centrifugada a 400 X g,
a 4°C por dez minutos. Ao final do procedimento, o sobrenadante foi descartado e a
solucdo de lise (ACK), adicionada. Apos incubacéo e adigao de PBS Wash, a solugao
foi mais uma vez centrifugada utilizando os mesmos parametros. Novamente o

sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspendido.
3.6.2. Citometria

As células obtidas no isolamento do bago foram contadas, e 1x10° células de
cada amostra foram marcadas com os mesmos marcadores utilizados na microscopia,
com uma pequena modificagdo em que o anti-CD31 foi retirado e o anti-CD45 foi
adicionado ao mix (Anexo I). Apés a marcagao, as amostras foram lidas utilizando o
citbmetro de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter CytoFlex), e as analises dos dados
obtidos realizadas no software FlowJo 10. Cada grupo estudado continha 8

camundongos.
3.6.3 Estratégia de gates

As populagdes de leucdcitos foram definidas por meio da estratégia abaixo.

Populacgoes Estratégia
Macréfagos F4/80+
Monécitos Ly6CNLy6GoVF4/80!°w
Neutroéfilos Ly6G+Ly6C'loW
Células B CD19+
Células T CD3+NK1.1-
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Células NK NK1.1+CD3-
Células NKT CD3+ NK1.1+

3.7. Analise estatistica

Os graficos e estatistica foram feitos com o auxilio do software GraphPad Prism 6.
Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média (SEM). A
comparagao entre os grupos foi feita utilizando-se one-way ANOVA, com poés-teste de
Dunnett. Todos os grupos foram comparados ao grupo 8 semanas. Para os dados
referentes aos animais infectados, a comparag&o com os respectivos grupos controle foi
realizada utilizando teste t ndo-pareado, com corregado de Welch. O nivel de significancia

para os testes foi definido como p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Um novo protocolo habilita a realizagcao da microscopia confocal intravital

com sete canais

Com o intuito de visualizar uma maior variedade de tipos celulares e realizar
uma imunofenotipagem in vivo mais abrangente, um novo protocolo foi idealizado para
a identificacao de 7 tipos celulares distintos utilizando um microscépio confocal com 4
canais. Para a realizagao de tal proposta, algumas exigéncias foram cumpridas: a
realizagao de alteragbes nas configuragdes convencionais do microscépio e a criagao
de um painel customizado de marcadores celulares conjugados a fluoréforos. Dessa
maneira, no microscopio, uma primeira configuragéo foi ajustada para que todos os
quatro canais operassem sob um mesmo laser de excitagdo. Isto &, os fluoréforos
utilizados em cada um dos quatro canais desta primeira configuragao foram todos
excitados por um mesmo laser cujo comprimento de onda era de 405nm (Figura 1A).
Em seguida, uma segunda configuracao foi programada. Nessa, cada canal operava
com um respectivo laser de comprimento de onda especifico e diferente dos demais.
Ou seja, o microscépio operava em sua conformagao padrao para cada canal, porém
com o canal do laser de 405nm inativo (Figura 1B). A combinagdo destas duas
configuragdes utilizando a fungdo A (lambda) do préprio software do microscépio,
possibilitou o escaneamento simultdneo de sec¢des do tecido por 7 canais diferentes,
e consequentemente, a captura de imagens e videos apresentando os diversos
fendtipos celulares. No entanto, um segundo ponto foi considerado para que tal
estratégia visual pudesse ser colocada em pratica: a disponibilidade de fluoréforos
gque nao apresentassem padroes de excitacdo e emissdo coincidentes, além de
fluoréforos que fossem excitados por um mesmo comprimento de onda, mas que
divergissem nas regides do espectro de luz visivel quanto as suas respectivas
emissdes de fluorescéncia. Assim, um painel de anticorpos conjugados a fluoréforos
foi montado e produzido de forma personalizada. Esse painel incluiu os seguintes
fluoréforos: BV421 (laser de excitacdo: 406nm, emissdo da fluorescéncia: 425-
475nm), BV480 (laser de excitagdo: 406nm, emissao da fluorescéncia: 500-550nm),
BV605 (laser de de excitagdo: 406nm, emissao da fluorescéncia: 570-620nm), BV711
(laser de excitagao: 406nm, emiss&o da fluorescéncia: 633-738nm), BB515 (laser de
excitagcdo: 488nm, emissédo da fluorescéncia: 500-550nm), ficoeritrina (PE; laser de

excitagcao: 561nm, emissao da fluorescéncia: 570-620nm) e aloficocianina (APC; laser
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de excitagdo: 639nm, emissao da fluorescéncia: 633-738nm). Assim, 0s primeiros

quatro fluoréforos, todos da familia dos Brilliant Violets (BVs), foram utilizados para

atender a primeira configuragcdo de ajuste do microscopio, enquanto os outros 3

fluoréforos atenderam a demanda da segunda configuragdo programada na maquina.

Portanto, combinando uma boa estratégia de ajuste no software do microscopio com

a customizacdo de anticorpos conjugados a fluoréforos especificos, foi possivel

desenvolver uma nova técnica de microscopia confocal intravital capaz de modificar o

futuro das pesquisas na area da imunofenotipagem celular (Figura 2).

A

¥ cD31 Bva2
] :
[# LyeC BvE0S
¥ Ly6G_BV711

CD19

Laser 4060 nm 0.0
Laser406.0 nm 0.0
Laser 4060 nm 0.0
Laser 406.0 nm 0.0

Laser 488.0 nm 0.0

NK_PE

[+ €p3.APC

Figura 1. “Setting” de configuragdo do microscoépio.

Laser 561.2 nm 0.0

Laser 6394 nm 0.0

(A) Mudangas na

configuragcédo padrao do microscopio permitem que os quatro canais operem sob um

mesmo laser de excitagdo com comprimento de onda equivalente a 405nm. (B)

Configuragao padrao do microscépio em que cada canal opera sob um respectivo

laser de comprimento de onda distinto, inativando o canal do laser de 405nm.
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Figura 2. Diagrama do protocolo criado para microscopia confocal intravital in
vivo. Desenho esquematico resumindo o protocolo utilizado. Na primeira
configuragdo, vemos um unico laser (405nm) trabalhando sob quatro canais,
excitando 4 diferentes fluor6foros conjugados a anticorpos e permitindo a visualizagao
de 4 tipos celulares distintos. Em uma segunda configuragao, cada um dos trés canais
utilizados opera com seus respectivos lasers (488nm, 546nm e 6647nm) de forma
padrao, obtendo, assim, mais 3 marcagdes celulares. De forma simultanea temos,

entdo, a visualizacio de 7 tipos celulares.



4.2. Distintas populagées imunes no bago de camundongos sao visualizadas in
vivo utilizando marcadores alvo-especificos para receptores de superficie

celular

Uma vez que a estratégia Optica para a microscopia in vivo foi delineada,
seguimos para a confecgdo de um painel de anticorpos especificos para receptores
de superficie celular. Assim, foi feita uma selecdo que viabilizaria a visualizagao e
identificagcdo dos principais subtipos de leucdcitos (Tabela 1). Inicialmente, os
anticorpos foram testados separadamente para ajustes de dosagem e calibragem do
meétodo. Em seguida, partimos aos testes com diferentes combinagdes até utilizarmos
os sete anticorpos em conjunto. Por fim, as marcagbes foram realizadas com éxito,
permitindo a vizualizagao das estruturas vasculares, e de células linfoides e mieloides

em todas as trés idades estudadas (Figura 3).

Tabela 1. Painel de anticorpos conjugados a fluoréforos selecionados para

execugao do projeto.

Anticorpo Célula-alvo
Anti-CD31 Células endoteliais (vasos)
Anti-F4/80 Macrofagos da polpa vermelha
Anti-Ly6C Mondcitos
Anti-Ly6G Neutrofilos
Anti-CD19 Linfécitos B
Anti-NK1.1 Células NK e NKT
Anti-CD3 Linfocitos T e células NKT
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Figura 3. Visualizagao, in vivo, de sete tipos distintos de leucécitos no bago ao
longo do desenvolvimento. Imagens de todos os canais mesclados mostrando as
diferentes populagdes de células imunes no bago. Camundongos WT, em diferentes
idades, receberam i.v. anti-CD31 (em azul), anti-F4-80 (em verde), anti-Ly6C (em
vermelho), anti-Ly6G (em roxo), anti-CD19 (em branco), anti-NK1.1 (em laranja) e

anti-CD3e (em magenta). A barra de escala representa 60um.
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4.3. A arquitetura dos vasos esplénicos e/ou a expressao de CD31 pelas células

endoteliais se altera ao longo do tempo

Utilizando anti-CD31 BV421, uma molécula de adesao celular da superfamilia
das imunoglobulinas expressa por células endoteliais e alguns tipos celulares do
sistema imune, buscamos visualizar a vasculatura do 6érgéo por meio de microscopia,
a fim de registrar e entender possiveis alteragées no arranjo dos vasos ao longo do
desenvolvimento. Grandes alteracbes puderam ser observadas na malha vascular
(Figura 4). O camundongo com 7 dias de vida apresenta uma estrutura vascular
esplénica distinta, que remete ao aspecto do arranjo de uma colméia. Isto &€, vemos
vasos curtos se ramificados, formando uma rede continua. A partir da terceira semana
de vida, essa arquitetura sofre perturbagdes: os vasos passam a se organizar de forma
diferente e sdo mais alongados, de forma que ndo vemos mais uma rede
interconectada, e mais areas avasculares surgem. O que também se observa com o
tempo é a chegada e o aumento de leucécitos no bago. Leucdcitos estes que também
expressam CD31, dificultando a distingdo entre os componentes vasculares do 6rgao,
uma vez que o numero destas células € substancialmente alto. Na idade de 8
semanas, conseguimos visualizar apenas alguns vasos de maior calibre (ainda que
com uma marcagao bastante sutil) e algumas arteriolas no bago dos animais. Mais
uma vez, o grande numero de leucdcitos torna a distingdo da vasculatura um tanto

guanto desafiadora.

CD31

Figura 4. Estrutura vascular esplénica ao longo da vida. Imagens de microscopia

mostrando os vasos (azul). A barra de escala representa 50um.
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4.4. A composicao e a organizagao das populagoes celulares imunes do bagco

sofrem perturbag¢des ao longo do desenvolvimento

Visto que a densidade celular do bago de neonatos €& muito diferente
comparado ao adulto, fizemos uma analise quantitativa da composicdo imune do
ambiente esplénico nas diferentes idades, buscando identificar algumas das principais
populagdes de leucécitos presentes. Para tal, as imagens capturadas por microscopia
confocal foram submetidas a contagem manual. Ainda, como mencionado
anteriormente, para identificacdo do tipo celular foi preciso criar um critério baseado
nao somente na marcacao obtida pelos anticorpos utilizados, mas também na
morfologia da célula estudada.

Nos animais recém-nascidos (1 semana; 1w), o bago demonstra um baixo
volume celular imune total (Figuras 5 e 6). A populacdo de macréfagos da polpa
vermelha, definida como F480*Ly6C*-, com morfologia estrelar e vacuolos no
citoplasma, apresenta uma baixa frequéncia celular (menos de 1% das células totais)
(Figura 7A e 7H). Os mondcitos, células arredondadas Ly6C*F480"*Ly6G7 ", também
constituem uma populagao pequena nessa idade (~3.5%) (Figura 7B), e os neutrofilos,
células arredondadas e com perfil Ly6G*Ly6CF4/80", sdo mais raros (~0,5%) (Figura
7C). Em relagao as células de linhagem linfoide, os linfécitos B compreendem cerca
de 77% das células totais (Figura 7D), e encontram-se mais distantes e esparsados
entre si. Os linfocitos T, por sua vez, compdem cerca de 8% (Figura 7E) das células
imunes esplénicas na primeira semana de vida, uma propor¢cao bem reduzida em
relacdo ao adulto. Por ultimo, as populagdes de linfécitos NK e NKT compreendem,
respectivamente, 9% e ~1,7% (Figura 7F-G) do sistema imune do baco.

Apos 3 semanas de vida, observamos um aumento expressivo de células totais
no ambiente esplénico, e mais especificamente, algumas alteragdes sao observadas
na composi¢ao celular imune destes camundongos infantes (Figuras 5 e 6). Os
macréfagos ja dispdem de uma populagéo discretamente maior (~2,5%) (Figura 7A).
Os mondcitos apresentam um aumento populacional (~7%) (Figura 7B), mostrando-
se como um grupo distinto comparado aos adultos. Neutrofilos sofrem uma modesta
redugdo (~0,25%) (Figura 7C). Linfécitos B aumentam em numero e permanecem
como a maior populagdo no bago (~73%) (Figura 7D), seguidos pelos linfécitos T
(~13%) (Figura 7E). De forma mais detalhada, a partir desta idade, percebemos uma
diferenca quanto a organizagdo das ceélulas B. Podemos ver que as mesmas

37



localizam-se bem préximas umas das outras, muitas vezes se arranjando em
agregados celulares (“clusters”), e com um alto nivel de contato entre si. Por fim,
células NK sofrem uma certa redugdo em sua frequéncia (~4%) (Figura 7F), assim
como as células NKT (~0,6%) (Figura 7G).

Seguindo para o camundongo adulto (8 semanas; 8w) ainda observamos
algumas mudancgas, apesar de bem mais sutis (Figuras 5 e 6). Dentre as células
mieloides, testemunhamos uma pequena redugdo na populagdo de macréfagos
(~1,5%) (Figura 7A), assim como na populagdo de monocitos (4,7%) (Figura 7B).
Neutrodfilos dobram sua frequéncia (~0,6%) quando comparado aos camundongos
com trés semanas de vida, porém, ainda constituem um grupo bastante reduzido
(Figura 7C). Em relagdo ao compartimento linfoide, vemos mais uma discreta redugao
na proporgao de linfocitos B (~68%) (Figura 7D), enquanto os linfécitos T seguem com
um certo aumento em sua frequéncia (~18,5%) (Figura 7E), mantendo-se como a 2°
populagao imune mais representativa no bago (Figura 7H). Ao avaliar a populagao de
linfécitos NK, ocorre um aumento discreto da mesma na 82 semana (~6%) (Figura 7F),
e as células NKT, mantém sua frequéncia estavel (Figura 7G), ainda como um grupo
de pequena representatividade/ discreto.

Por fim, algumas observagdes que valem ser mencionadas e/ou refor¢gadas
apos essa caracterizagédo/descricdo: 1) os neutroéfilos identificados e contabilizados
foram avistados no interior dos vasos, e sua frequéncia € consideravelmente estavel
ao longo do desenvolvimento. Nao conseguimos identificar neutréfilos residentes no
parénquima esplénico. 2) A populagao de células B se constitui como a maior em
todas as trés idades (Figura 7H); 3) pelas imagens, é possivel ver que os linfocitos T
se localizam preferencialmente ao redor de estruturas vasculares. Uma outra
interessante observagao resultante dos videos 3D realizados, é que estas células se
distribuem ao longo de todo o eixo transversal do 6rgao. Isto €, enquanto a maioria
das populagbes celulares sdo vistas e/ou se concentram em uma regido mais
interna/central do bacgo, os linfocitos T sdo encontrados em todas as secgdes do 6rgao,
desde uma “camada” superior mais proxima da capsula até a sec¢gao mais proxima da
capsula na face oposta. 4) Pelas imagens, € possivel concluir que o bago na terceira
semana de vida ja se assemelha mais ao bago adulto, tanto em questdo a composi¢ao
quanto a arquitetura, enquanto os neonatos possuem um 6rgdo mais distinto em

ambos o0s quesitos.
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Figura 5. Distribuicao das células imunes de linhagem mieloide no bago durante
o desenvolvimento. (A) Painel de células no aumento de 10x. (B) Painel de células
no aumento de 20x. Células F4/80* (verde), Ly6C* (vermelho), Ly6G* (azul) e duplo-
positivas (amarelo). A barra de escala representa 60um.
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Figura 6. Distribuicao das células imunes de linhagem linfoide no bago durante
o desenvolvimento. (A) Painel de células no aumento de 10x. (B) Painel de células
no aumento de 20x. Linfécitos CD19* (branco), NK1.1* (laranja) e CD3e™ (magenta).

A barra de escala representa 60um.
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Splenic Immune Cell types

peaomnm

(% per field)

1week

0.65% Macrophages
3.57% Monocytes
0.41% Neutrophils
77.07% B cells
9.02% NK cells
7.63% Tcells
1.65% NKT cells

Splenic immune cell types

ogaomnm

(% per field)

Iweeks

2.41% Macrophages
7.05% Monocytes
0.24% Neutrophils
72.64% B cells
3.93% NK cells
13.14% Tcells
0.59% NKT cells

Splenic immune cell types

ggacmng

(% per field)

8 weeks

1.53% Macrophages
4.72% Monocytes
0.59% Neutrophils
68.13% B cells
6.08% NK cells
18.36% T cells
0.59% NKT cells

Figura 7. Composicao celular imune do bago em trés fases distintas da vida.

(A-G) Quantificacdo das populacdes de células. (A) Macréfagos. (B) Mondcitos. (C)
Neutrdfilos. (D) Células B. (E) Células T. (F) Células NK. (G) Células NKT. (H) Graficos
de setor mostrando a constituigdo imune média do bago (%) em cada uma das idades
estudadas. Numero de animais por grupo = 6. Campos contados por animal = 3.

*Indica significancia estatistica em relagdo ao camundongo de 8 semanas.
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4.5. Células de mesma linhagem apresentam uma dinamica similar ao longo do

desenvolvimento

Para fins de comparagédo e investigagdo das diferengas no microambiente
esplénico ao longo do desenvolvimento, buscamos diferentes maneiras de explorar
os resultados obtidos por meio das quantificagdes das imagens. Realizamos, assim,
uma analise de componente principal (PCA), que mostra que 0s grupos se arranjam,
de certa forma, em clusters” separados (Figura 8). Isto €, ha uma certa identidade
imune-celular do bago para cada periodo da vida. No entanto, o grupo de 8 semanas
€ muito heterogéneo e essa grande disperséo dificulta a definicdo de um perfil celular
caracteristico para a idade adulta. Na analise de componente principal (PCA), a
localizagao do ponto (representagdo de cada individuo) € importante, sendo definida
por um conjunto de calculos matematicos, e quanto mais distante do eixo X ele se
encontra, mais diferente ele é. Os pontos mais proximos neste tipo de representacao
manifestam perfis mais similares entre si, o que facilita a analise comparativa e auxilia
na interpretagéo das relagdes entre os grupos, individuos e suas caracteristicas.

Em seguida, também desenhamos um heatmap (Figura 9) na tentativa de
construir uma relagdo entre os dados e passar a informacdo de forma mais
didatica/clara. Nele, a escala de cor ndo deve ser considerada de forma quantitativa,
uma vez que a representacdo nao considera apenas os resultados significativamente
relevantes dos testes estatisticos. No entanto, esse diagrama é uma representacao
que possui um grande “apelo visual” e permite inferéncias sobre a dinamica das
populagdes nas diferentes idades. Fica facil perceber que as dinamicas de células
linfoides e mieloides sdo semelhantes quando consideramos linhagem ao longo do
tempo, mas aparentemente diferentes entre si dentro de uma mesma idade, com
excecao das células T. Ainda, € possivel inferir que os camundongos infantes (3
semanas) e adultos (8 semanas) sdo mais semelhantes entre si, fazendo com que o

baco do neonato se destoe quanto ao seu perfil de composicao celular.
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Individuals — PCA
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Figura 8. Perfil imune esplénico em cada fase da vida. Grafico da analise de
componente principal, mostrando a distribuicdo dos individuos (representados por

pontos) dentro de cada grupo estudado.
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Figura 9. Dinamica das populagoes celulares agrupadas pela linhagem celular.
Heatmap representando, de forma qualitativa, a variacédo de cada populagéo imune
ao longo do desenvolvimento, e relacionando os tipos celulares que apresentam

dinamicas similares, assim como os grupos mais semelhantes entre si.



4.6. Uma outra dinamica é observada ao utilizar a citometria de fluxo como

método experimental

Em posse dos dados extraidos dos experimentos utilizando a microscopia
confocal, decidimos avaliar a transigao celular esplénica fazendo uso de uma outra
técnica: a citometria de fluxo. Por ser um método com proposito puramente
quantitativo, a citometria permite um entendimento e analise mais global acerca da
composicado celular do 6rgao a ser estudado, sendo amplamente utilizada e

consagrada na pesquisa. Assim, utilizando um painel de anticorpos similar ao
empregado na microscopia, exceto pela retirada do anti-CD31 e adigdo do anti-CD45,
realizamos os experimentos em camundongos nas mesmas idades: 1,3 e 8 semanas.
Considerando os eventos CD45+, e de acordo com os marcadores escolhidos,
identificamos as sete populacgdes celulares estudadas pelo protocolo de microscopia,
utilizando a estratégia de ‘gates’ descrita previamente.
Com uma semana de vida, as células de linhagem mieloide apresentam
populagdes significativamente maiores em comparagao aos camundongos adultos. A
populagdo de macrofagos compreende uma média de 4,4% das células (Figuras 10A),
mondcitos representam a segunda maior populagéo imune esplénica (~24%) (Figura
10B) e os neutrdfilos ficam em torno de 12% (Figura 10C). Nesta idade, os linfocitos
B ja séo o principal tipo celular imune presente no baco (~44%) (Figuras 10D e 10H)
e os linfocitos T encontram-se reduzidos em relagé&o ao adulto (~12%) (Figura 10E),
enquanto as células NK e NKT possuem proporgdes bem similares (~4% e 0,3%,
respectivamente) (Figura 10F-G).

Na terceira semana, a composi¢ao celular sofre uma profunda modificacao,
manifestando um perfil mais proximo ao encontrado no bago de camundongos adultos
(Figura 9H). Macrofagos tém uma brusca redugdo em relacdo aos neonatos,
passando para uma frequéncia média de 0,6% (Figura 10A). Mondcitos também
experenciam situagdo semelhante, passando a representar ~4,6% (reducéo de 19%)
das células imunes (Figura 10B). Os neutrofilos também revelam uma queda
populacional (~5,4%), mas ainda compdem um grupo diferente em relagdo ao avaliado
nos adultos (Figura 10C). Os linfécitos B, como principal tipo celular, passam a
compreender cerca de 50% das células imunes do baco (Figura 10D), e os linfocitos
T mais que triplicam em quantidade (~37%) (Figura 10E), ambos ja com um perfil

populacional similar aos animais de oito semanas. As células NK sofrem uma reducao
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(~1,70%), mostrando-se um grupo distinto (Figura 10F). Por fim, uma certa
estabilidade é observada em relagédo a populagao de células NKT (Figura 10G).

Ao fazermos um estudo do 6rgdo no camundongo adulto, averiguamos um forte
predominio de células linfoides. Estas compreendem, aproximadamente, 94% do
sistema imune esplénico na referida idade, sendo: ~50% linfocitos B, ~39% linfécitos
T, ~5% células NK e 0,1% células NKT. Células de linhagem mieloide, em
contrapartida, tém uma baixa representatividade. Macréfagos somam ~1,1% das
células, monacitos, ~3,2%, e neutrofilos 2% (Figura 10H).

Pela citometria, observamos, portanto, uma tendéncia de redugdo das
populagdes mieloides ao longo da vida, enquanto os tipos celulares linfoides
aumentam em quantidade ou mantém-se estaveis. Assim, apesar de diferengas em
relacdo aos dados obtidos pela microscopia, confirmamos que o0s neonatos
manifestam um perfil celular bem diferente, enquanto os infantes sdo mais
semelhantes aos adultos. Portanto, profundas alteragdes ocorrem até a terceira
semana de vida no microambiente esplénico, denotando um periodo de transigcao

importante na vida do individuo.
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Figura 10. Analise, por citometria de fluxo, das populag¢des celulares imunes do
baco em trés fases distintas da vida. (A-G) Quantificagao das populagdes celulares.
(A) Macréfagos. (B) Mondocitos. (C) Neutrofilos. (D) Células B. (E) Células T. (F)
Células NK. (G) Células NKT. (H) Graficos de setor mostrando a constituigdo imune
meédia do baco (%) em cada uma das idades estudadas. Numero de animais por grupo

= 8. *Indica significancia estatistica em relagdo ao camundongo de 8 semanas.
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4.7. Camundongos infantes sdo mais suscetiveis a infecgao por Plasmodium
chabaudi

Uma vez validado o protocolo em microscopia confocal em organismos
saudaveis, buscamos fazer essa validacdo também em um modelo de infecgdo bem
estabelecido em murinos, e que acometesse o bago de forma notavel. Assim,
trabalhamos com o protozoario Plasmodium chabaudi, agente etiolégico da malaria
em roedores. Para padronizar o modelo de infecgdo em camundongos, inoculamos
1x10° eritrocitos infectados com o Plasmodium, por via intravenosa, em animais nas
idades de 2, 3 e 7-8 semanas de vida, e acompanhamos a progressao da doenca.

Enquanto animais adultos (7-8 semanas) se mostraram resistentes a infecgao,
com 100% de sobrevivéncia dos individuos, camundongos infantes (3 e 4 semanas)
foram mais susceptiveis, com uma taxa de 50% de mortalidade no grupo (Figura 11A).
Por meio dos esfregagos sanguineos, acompanhamos a parasitemia ao longo do
quadro infeccioso, e verificamos que, enquanto o pico de eritrécitos infectados no
adulto no 7° dia pés infecgao é de ~30%, no infante este pico corresponde a ~55%,
revelando uma hiper parasitemia (Figura 11B). Além disso, vimos que no 18° dia pos-
infeccdo ndo se detecta mais eritrocitos parasitados na circulagdo dos camundongos
adultos. Infantes, no entanto, ainda apresentam um quadro de parasitemia
persistente, com uma média de 20% dos eritrécitos infectados até o vigésimo dia apés
o inodculo. Somente apos o 20° dia o indice de células vermelhas infectadas comeca
a reduzir, e a partir do 22° dia a parasitemia passa a nao ser evidente (>1%) no grupo
dos infantes. Portanto, ao longo de todo o curso da infeccdo, a parasitemia nos
infantes € maior do que no grupo em adultos.

Diante de tal cenario, observamos que a malaria induz distintos perfis
patolégicos em infantes e nos adultos, o que condiz com dados clinicos publicados

que evidenciam maiores indices de morbidade e mortalidade por malaria em criangas.
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Figura 11. Susceptibilidade de camundongos infantes a infeccao por P.
chabaudi. (A) Curva de sobrevivéncia ao indculo (i.v.) de 1x10° eritrécitos infectados

(iIRBCs). (B) Parasitemia observada durante 30 dias apés o indculo de 1x10° iRBCs.
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4.8. O perfil celular imune é reduzido drasticamente tanto em camundongos

infantes, quanto em adultos infectados

Para avaliar e tentar compreender os efeitos do contexto patolégico da malaria
no microambiente esplénico, animais infectados pelo parasito, tanto adultos quanto
infantes, foram submetidos a microscopia intravital 7 dias apds a infeccdo. Pelas
imagens (Figuras 12 e 13), é notavel que a malaria causa grandes perturbagdes na
arquitetura e arranjo das células imunes no bago de ambos os grupos estudados.
Também, por meio da observagédo das imagens, € perceptivel a redugdo do numero
de células em camundongos infectados, quando comparados aos animais do grupo
controle (Figura 14).

Dessa forma, para fins de comparacgéo, as imagens capturadas do baco de
animais controle e de animais infectados, de cada uma das idades, foram submetidas
ao mesmo processo de contagem manual realizado e descrito previamente. Ao
contabilizarmos os leucdcitos contidos no campo da imagem, verificamos uma
reducdo de ~50% da celularidade total no bago dos camundongos infectados em
comparagdo ao grupo controle (Figura 15A). De maneira mais detalhada,
identificamos uma deplecdo significativa no numero de mondcitos, neutréfilos,
linfocitos B, linfécitos T e células NKT em ambas as idades (Figura 15C-G). Os
macrofagos (Figura 15B) e as células NK (Figura 15H), contudo, tém suas respectivas
populagdes praticamente inalteradas ou sofrendo uma pequena reducédo devido ao
quadro infeccioso.

Além disso, também notamos a ocorréncia de regides mais escuras e isentas de
qualquer tipo celular no bago dos animais acometidos pela malaria (Figura 16A). Tais
regides foram quantificadas e, em ambos os grupos — infantes e adultos -, elas
correspondem a ~40% da area total das imagens (Figura 16B). Provavelmente, refere-
se a areas onde ocorreram processos de lesao do tecido.

Sendo assim, apesar das diferencas nas taxas de mortalidade por malaria,
infantes e adultos exibem mudangas significativas/expressivas no repertério imune do
baco durante a infeccdo pelo protozoario Plasmodium, motivando novos
questionamentos acerca do aspecto que de fato compromete a resposta dos infantes

frente ao desafio imposto pela doenga da malaria.
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Figura 12. Perturbagoes no perfil celular mieloide do bago em decorréncia do
quadro infeccioso. Painel de células mieloides de camundongos dos grupos controle
e infectado, nas idades de 3 e 8 semanas. Células F4/80" (verde), Ly6C* (vermelho),
Ly6G* (roxo) e duplo-positivas (amarelo), no aumento de 20x. A barra de escala

representa 60um.
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Figura 13. Perturbagdées no compartimento celular linfoide do bago em
decorréncia da infecgao parasitaria. Painel de células linfoides de camundongos
dos grupos controle e infectado, em ambas as idades estudadas. Linfécitos CD19*
(branco), NK1.1* (laranja) e CD3e* (magenta), no aumento de 20x. A barra de escala

representa 60um.
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Figura 14. Comparacao do perfil celular do bago em decorréncia da infecgao
parasitaria. Imagens de todos os canais mesclados mostrando as diferentes
populagdes de ceélulas imunes no bago. Camundongos WT de todos os grupos
receberam i.v. anti-CD31 (em azul), anti-F4-80 (em verde), anti-Ly6C (em vermelho),
anti-Ly6G (em roxo), anti-CD19 (em branco), anti-NK1.1 (em laranja) e anti-CD3e (em
magenta). A barra de escala representa 60um.
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de animais por grupo = 6. * Indica significancia estatistica em relagéo ao grupo controle
(p<0,05).
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Figura 16. Areas lesionadas do bago de camundongos infectados. (A)
Microscopia mostrado as sete marcagdes simultdneas e as regides acelulares,
provavelmente indicando lesédo tecidual, demarcadas pela linha pontilhada. Células
CD31* (azul), F4/80" (verde), Ly6C* (vermelho), Ly6G* (roxo) , CD19* (branco),
NK1.1* (laranja) e CD3e* (magenta), no aumento de 20x. Barra de escala: 60um. (B)

Quantificagao das areas lesionadas, apresentada em porcentagem, em relagcéo a area
total do campo.
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5. DISCUSSAO

Sendo o bago um 6rgéo linfoide secundario singular e um tanto complexo,
responsavel pela remocgao de patdégenos e de células senescentes, e local onde as
imunidades inata e adaptativa se combinam de forma organizada, entre outras
funcdes, se faz necessaria uma melhor compreensao deste 6gao antes de rejeitar sua
importancia. O desenvolvimento embrionario esplénico é conhecido e bem
caracterizado. No entanto, as mudancas decorrentes do processo de desenvolvimento
do individuo, e suas particularidades, foram pouco estudadas no contexto esplénico
até os dias atuais. Assim, buscamos, por meio deste trabalho, caracterizar o bago de
camundongos em diferentes idades pds-nascimento. E, nossos dados demostraram
que existe uma grande diferenga morfologica, tanto quanto imunolégica do bago do
neonato em comparacao ao baco do individuo adulto.

Novas sondas, especialmente aquelas baseadas em polimeros (isto é, os
corantes da familia dos BVs - Brilliant Violet), sdo mais estaveis e permitem tempos
de exposicdo mais longos para a elaboracdo de filmes e arquivos de midia
(Chattopadhyay et al., 2012). Também, por possuirem uma maior eficiéncia de brilho,
tecidos mais profundos podem ser visualizados e estruturas que n&o eram visiveis
usando fluoroforos convencionais podem agora ser reveladas em alta definigao.
Dessa forma, utilizar um novo painel de corantes fluorescentes conjugados a uma lista
selecionada de anticorpos, nos permitiu uma visualizacdo sem precedentes do
sistema imunoldgico in vivo, revelando novas caracteristicas do desenvolvimento do
sistema imunolégico no periodo pds-natal e durante infec¢des parasitarias agudas.

Com a criagado de um novo protocolo de imunofenotipagem por meio da técnica
de microscopia confocal intravital (Figuras 1), fomos capazes de vizualizar sete
diferentes tipos celulares do bacgo, in vivo (Figura 2). Enquanto o bago do camundongo
adulto (8 semanas) € um 6rgao bastante populoso e preenchido, apresentando um
certo zoneamento, isto é, uma organizagao das células por regido, o bago do
camundongo neonato apresenta uma natureza bastante diferente (Figura 3). Vemos
uma baixa frequéncia celular, muitos espacgos “vazios”, células mais distantes umas
das outras, e os agregados (“clusters”) celulares sdo bem raros. Assim, a arquitetura
do baco nos neonatos € bem distinta, impossibilitando, inclusive, a distincdo entre
polpa vermelha e polpa branca. Em acordo com dados na literatura, vemos que este
processo de compartimentalizagdo, na verdade, ocorre ao longo das primeiras trés
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semanas de vida. Inclusive, os mencionados espacos “vazios” podem representar
nichos para alguns dos tipos celulares imunes que ainda chegardao ao tecido. Ao
avancar os estudos em camundongos infantes (3 semanas), ja conseguimos perceber
uma maior similaridade com o 6rgao adulto, tanto em relagédo a quantidade de células
quanto a organizagao do tecido. Mais um dado que corrobora o fato de que o bago
passa por uma sucessao de eventos importantissimos durante as trés primeiras
semanas de vida do individuo, até enfim completar seu desenvolvimento e apresentar
uma estrutura que permita a realizacédo de todas as suas funcgdes de forma eficiente.
Durante o processo de envelhecimento, também foi demonstrado que o bago passa
por mudancgas estruturais, revelando algumas disrupgdes no padrao de organizagao
das células no 6rgédo (Aw et al, 2016; Turner and Mabbott, 2017). Quadros
patolégicos, como infecgdes bacterianas, e desafios antigénicos também promovem
tais desconfiguragdes (Lewis, Williams and Eisenbarth, 2019). Portanto, fica evidente
que o bago é um 6rgédo bastante “maleavel”’, e que parece estar em constante
mudanga e remodelamento, seja por questdes intrinsecas (aspectos fisiolégicos) ou
por fatores extrinsecos (agentes infecciosos).

Em conjunto com o compartimento celular imune, alteragdes da vasculatura
esplénica acompanham toda a sucessdo de eventos que compreendem o
desenvolvimento do bago (Figura 4). Assim, uma estrutura ramificada, assemelhando-
se a uma colméia, da lugar a um sistema complexo, que possui uma parte da
circulagao sanguinea ocorrendo em sistema fechado, e outra em sistema aberto.
Provavelmente, essa modificacdo também ocorra de forma a dar mais espacgo para
que as futuras populagdes imunes residentes consigam se estabelecer, facilitando o
povoamento do 6rgdo. Uma possivel alteragdo no padréo de expresséo do receptor
CD31 (PECAM-1) pelas células endoteliais, ao longo do tempo, também é uma
hipétese que deve ser considerada, devido ao maior grau de dificuldade para distinguir
0s vasos em animais adultos. Entretanto, ensaios para avaliar niveis de expressao
génica nao foram realizados no presente trabalho, e a literatura ainda nao dispde de
dados que tenham constatado mudancgas na expressao deste receptor nas células
que revestem as estruturas vasculares do baco.

O baco é um 6rgao que apresenta uma enorme quantidade de leucdcitos, com
uma ampla diversidade de populagdes e subtipos celulares imunes (Den Haan and
Kraal, 2012; Bronte and Pittet, 2013). A posicao estratégica de cada tipo celular, a

compartimentalizagao do 6rgdo em zonas distintas, além de seu caracteristico sistema
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circulatério contribuem para o cumprimento das funcdes esplénicas. Na primeira
semana de vida ja conseguimos visualizar diferentes células das linhagens mieloide
(Figura 5) e linfoide (Figura 6), apesar de apresentarem uma distribuicdo um tanto
quanto aleatoria, e em arranjo bem diferente do padréo apresentado em fases mais
tardias. Nesta idade, as células linfoides ja s&o o tipo celular predominante no 6rgéo,
com os linfécitos B compondo a principal e maior populagéo imune (Figura 7). Com o
passar do tempo, o volume celular total observado aumenta significativamente.
Camundongos infantes (3 semanas) ja apresentam uma composi¢ao e organizagao
celular mais semelhantes as dos camundongos adultos. Os macréfagos ja podem ser
mais bem distinguidos na polpa vermelha e os linfocitos B e T se encontram agrupados
em algumas regides. Inclusive, em alguns campos retratados pelas imagens,
conseguimos identificar a bainha de tecido linfoide (PALS) ao redor de pequenos
vasos. As células B permanecem como a maior populacao celular esplénica em todas
as idades, enquanto as demais populagdes estudadas (macréfagos, mondcitos,
neutrdfilos, linfocitos T, NK e NKT) sofrem algumas flutuagdes, as vezes modestas,
outras mais expressivas. Portanto, o microambiente esplénico se mostra bastante
distinto nos neonatos, em comparagao aos infantes e adultos (Figura 8). Uma analise
com foco nas linhagens celulares nos permite, ainda, evidenciar uma dinamica
semelhante entre as células de origem mieloide ao longo do desenvolvimento, assim
como entre as celulas de origem linfoide, exceto pelos linfécitos T (Figura 9).

Feita a imunofenotipagem de forma manual por meio das imagens de
microscopia confocal intravital, decidimos realizar a técnica de citometria de fluxo
visando obter um panorama mais global da composi¢ao do bago (Figura 10). Obtemos
numeros proximos aos dados presentes na literatura para os camundongos adultos
(Nolte et al., 2000; Yang et al., 2013; Hey, Tan and O’Neill, 2016), assim como uma
certa correspondéncia com as proporg¢des obtidas pela microscopia. Em relagado aos
neonatos e animais de 3 semanas, por sua vez, ha uma escassez literaria, € vemos
uma maior disparidade entre os dados obtidos por cada um dos métodos. Apesar de
caracterizarem-se como metodologias de propésitos distintos, tal diferenga pode ser
decorrente de diversos fatores. O primeiro deles, é o fato de a microscopia trabalhar
com um campo visual de area restrita, ou seja, apenas algumas partes do érgéo sao
retratadas e consideradas no estudo, enquanto na citometria o 6rgéo inteiro é utilizado
para analise. Para microscopia, os anticorpos sao injetados por via endovenosa e

circulam sistemicamente, o que pode interferir na marcagao celular obtida no 6rgao
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de estudo, pois alguns tecidos podem reter uma quantidade maior ou menor destes
anticorpos. Na citometria, em contrapartida, todos os anticorpos sdao misturados
diretamente em um tubo contendo somente as células isoladas do 6rgao estudado, o
que pode contribuir para uma marcagao mais eficaz e assertiva. Um terceiro e ultimo
fator se deve ao protocolo utilizado no presente trabalho: os camundongos nao foram
perfundidos previamente a retirada do baco para a realizacédo da citometria. E, como
o bago é um 6rgao altamente irrigado, muitas das células contabilizadas podem, na
verdade, ser células circulantes, ndo residentes do microambiente esplénico. Os
niveis variados de expressdo dos marcadores celulares também constituem um certo
desafio para a imunofenotipagem por microscopia. Os mondcitos, por exemplo, por
expressarem niveis baixos a intermediarios de Ly6C no bago de organismos
saudaveis (Hey, Tan and O’Neill, 2016), constituem uma populagcédo mais dificil de ser
analisada, uma vez que a sensibilidade da técnica para tal identificagcéo € baixa. Tal
empecilho faz com que a identificacdo dos tipos celulares também tenha de se basear
em outro aspecto retratado nas imagens: a morfologia das células. Sendo assim, pelo
emprego da citometria, vemos uma maior propor¢do de células mieloides nos
neonatos (~40%), apesar do constante predominio das células linfoides. Ao longo das
semanas, no entanto, macrofagos, monécitos e neutréfilos sofrem uma deplegao e
passam a constituir uma infima parcela das células imunes no bago (~10,5% e ~6%
nos infantes e adultos, respectivamente). Vemos, entdo, um perfil contrario ao
representado pela microscopia para as células da linhagem mieloide. Considerando o
compartimento linfoide, apesar de resultados numéricos divergentes, a dindmica
retratada pela microscopia foi de encontro com os dados da citometria de fluxo, exceto
para as células B.

Diante disto, apesar das limitagées de cada técnica e divergéncias entre elas, a
microscopia confocal e a citometria de fluxo sdo metodologias muito bem
estabelecidas na area cientifica, sendo amplamente empregadas. Inclusive, elas
podem se complementar, gerando dados mais precisos e densamente informativos
que podem ser explorados de diversas formas. Porém, obter uma correspondéncia
exata entre os resultados obtidos por cada uma ainda representa um desafio,
principalmente se tratando de analises experimentais in vivo. Dessa maneira, a
realizacdo de uma espécie de citometria utilizando a técnica de microscopia confocal
€ possivel e ja foi realizada com cortes seriados de linfonodos, recebendo a

denominacgéao de histo-citometria (Gerner et al., 2012). No entanto, o trabalho baseou-
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se em analises ex vivo e que envolveram uma série de manipulagdes nos parametros
das imagens, além da criagdo de um algoritmo para compensacéao das interferéncias
no padrdo de emissao dos fluoroforos utilizados, mostrando-se uma estratégia
trabalhosa e mais dispendiosa. Logo, apesar de promissora, juntando informagdes
quantitativas e qualitativas, muitos estudos ainda se fazem necessarios para o
refinamento e aplicagdo em larga escala de tal ferramenta.

Uma vez caracterizadas e registradas as mudangas no microambiente
esplénico pos-natal, resolvemos testar a viabilidade do novo protocolo de microscopia
em um quadro de infecg&o. Dentre as doengas infecciosas que ainda causam grandes
prejuizos humanos e financeiros em todo o mundo, a malaria infelizmente continua
sendo protagonista (Murray et al., 2012; Varo, Chaccour and Bassat, 2020). Registros
evidenciam taxas de morbidade e mortalidade substanciais pela doenga em areas do
globo onde os recursos sdo mais limitados e escassos. Além do mais, o quadro clinico
pode evoluir rapidamente para uma doenga grave que pode ser fatal, e criangas
menores de 5 anos representam o grupo mais vulneravel (Crompton et al., 2014).
Levando em consideracdo o contexto apresentado acerca da doenca e o papel do
baco — objeto de estudo do presente trabalho — durante a infecgéo pelo protozoario,
optamos por utilizar o agente etiolégico da malaria. Conseguimos, assim, padronizar
o modelo de infeccdo murina pelo Plasmodium chabaudi e reproduzir a
susceptibilidade e letalidade dos infantes a doencga (Figura 11).

Por meio das imagens, foi possivel observar as drasticas alteragdes esplénicas
em decorréncia da infeccdo comparando os grupos controles e respectivos grupos
infectados (Figuras 12-14). Além da perceptivel redugao celular em ambas as idades
investigadas, vimos, também, que os vasos se tornam mais bem delineados e
marcados, possivelmente pelo aumento na expressido de CD31 — uma molécula de
adesao celular —, pelas células endoteliais devido a uma maior translocagao de células
imunes para o bacgo e do bago para outros 6rgaos envolvidos na resposta inflamataria.
Realizando a contagem manual, confirmamos a significativa redu¢do do numero de
células totais, assim como da maioria das populagdes celulares. Apenas os
macrofagos tém quantidades aumentadas, e as células NK, quantidades
relativamente similares (Figura 15). O aumento dos macréfagos pode ser explicado
por uma maior demanda desse tipo celular para realizar a fagocitose dos eritrécitos
infectados e/ou danificados, como descrito na literatura (Ghosh and Stumhofer, 2021).

As células NK, por sua vez, por ndo participarem ativamente das respostas
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inflamatdrias a agentes parasitarios, permanecem com sua populagao relativamente
intacta. Por fim, areas mais escuras e com baixa celularidade, ou até mesmo auséncia
de células, foram detectadas e avaliadas nos infantes e nos adultos (Figura 16). Estas
areas, possivelmente indicativas de lesdo tecidual, constituiam uma porgéo
representativa da area total das imagens (~40%). Logo, apesar de lidarem com a
infeccao pelo Plasmodium de formas diferentes, com os infantes sendo mais
susceptiveis e sensiveis a malaria em relagdo aos adultos, pelo modelo murino
obtivemos panoramas um tanto quanto similares em relacdo as alteragdes na
composi¢cao e organizagdo do bago durante o processo infeccioso. Assim, pode ser
que o aspecto que contribui para a maior susceptibilidade dos infantes ndo esteja
relacionado diretamente com o bacgo. Evidéncias na literatura cientifica, no entanto,
sugerem que criangas infectadas pelo agente da malaria podem sofrer de
hipoesplenismo funcional, isto é, o proprio Plasmodium seria capaz de gerar prejuizos
e enfraquecer a resposta imune esplénica (Gomez-Pérez et al., 2014). Para confirmar
ou rejeitar tal hipétese estudos mais aprofundados ainda sdo necessarios, utilizando
metodologias que consigam avaliar a agao e as interagdes do protozoario no bago. A
utilizacdo deste protocolo de microscopia com um patdbgeno que apresente
fluorescéncia, por meio da manipulagéo génica de insergédo da proteina fluorescente
GFP, pode, inclusive, ser uma estratégia promissora.

A reunido dos nossos dados sugere, entdo, que grandes mudangas na
composi¢ao e organizagao celular ocorrem no bago de um neonato até ele se torne o
orgao conhecido no adulto, uma vez que se mostram como ambientes
substancialmente diferentes. Tais dados corroboram com um estudo prévio do nosso
grupo sobre o desenvolvimento do figado (Nakagaki et al., 2018). Nele, mostramos
que ha uma mudanga completa no perfil do sistema imunolégico no figado durante o
periodo neonatal. Figados de recém-nascidos (camundongos de 0 a 14 dias de idade)
apresentavam grandes ilhas de células imunes, que também eram cercadas por
sinusodides com formas muito diferentes. De forma mais detalhada, os figados destes
camundongos eram dominados por células mieloides, abrigando uma enorme
populagao de granulécitos, mostrando um perfil contrario ao 6rgao adulto. Somente
durante o periodo de desmame (entre a 22 e a 4% semana de vida), as células imunes
do figado - e 0o metabolismo - atingiram caracteristicas de 6rgao maduro, evidenciando
o impacto das trés primeiras semanas de vida no desenvolvimento do individuo.

Observamos um padrao semelhante com o baco, independentemente do perfil
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imunoldgico distinto ao longo do desenvolvimento.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho, de forma inédita, descrevemos uma nova combinacéo de
anticorpos e fluoréforos selecionados para obter imagens in vivo do ambiente
imunolégico do bacgo durante todas as fases de desenvolvimento. Por meio dessa
metodologia, identificamos arquiteturas bem diferentes entre o bago na primeira e
oitava semanas de vida, mostrando que até a terceira semana o ambiente esplénico
passa por um remodelamento intenso, além de uma transformagdo em sua
composic¢ao celular imune. Além disso, revelamos como a malaria pode alterar o perfil
imune do baco em infantes e adultos, o que pode auxiliar no entendimento dos
diferentes graus de gravidade da infec¢ao. Nossas novas solugdes de imagem podem,
assim, ser extremamente uteis para diferentes grupos em todas as areas de
investigacao biolégica, abrindo caminho para novas abordagens e avangos no campo

dos estudos intravitais.
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MICROSCOPIA
ANTICORPO FLUOROFORO CLONE ISOTIPO
CONJUGADO
Rat anti-mouse CD31 BVv421 390 IgG2a k
Rat anti-mouse F480 BV480 T45-2342 lgG2a k
Rat anti-mouse Ly-6C BV605 AL-21 IgM
Rat anti-mouse Ly-6G BV711 1A8 IgG2a k
Rat anti-mouse CD19 BB515 1D3 lgG2a k
Mouse anti-mouse NK-1.1 PE PK136 lgG2a K
Hamster anti-mouse CD3e APC 145-2C11 lgG1ak
CITOMETRIA
ANTICORPO FLUOROFORO CLONE
CONJUGADO

CD45 AF700 30-F11

F4/80 APC T45-2342

Ly6C PE-Cy7 AL-21

Ly6G BV605 1A8

CD19 BB515 1D3

NK1.1 APC-Cy7 PK136

CD3e PE-CF594 145-2C11
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