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RESUMO

A resposta imune neonatal € um tépico de absoluta importancia e influéncia em
terapéuticas que possam ser aplicadas neste periodo critico do desenvolvimento. O seu
entendimento pode fomentar progressos significativos no cuidado e na prevengao de
patologias em neonatos. Neste trabalho, por meio do uso de Microscopia Confocal
Intravital, pudemos descrever uma populagédo consideravel de granulécitos dispostos
no parénquima hepatico de fetos e camundongos neonatos. Pela imunofenotipagem,
foram identificadas alteragbes principalmente nos granul6citos no periodo neonatal.
Com o emprego da Microscopia Confocal Intravital em figados do modelo animal desde
0 nascimento até a fase adulta, observamos a presencga bastante expressiva de células
Ly6G+ neste microambiente tecidual até a segunda semana de vida. Com CyTOF,
estas células foram caracterizadas como neutrofilos — o que se reafirmou pela
morfologia e a técnica de imunohistoquimica. Neste sentido, mesmo o figado fetal péde
ser percebido como um sitio para esta populagao de neutrofilos por volta da segunda
semana gestacional, levantando questdes sobre sua origem e estabelecimento. De
maneira geral, estas células estdo dispostas maioritariamente no espago extravascular
e manifestam comportamentos muito pontuais nos periodos analisados: estes
neutrofilos hepaticos formam aglomerados celulares em fetos e neonatos, que
persistem pelos primeiros dias de vida, além de terem limitada capacidade migratéria
que parece ser contrabalanceada pela liberacdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio em neonatos sob estimulo quando comparados a qualquer outra fase do
modelo animal. Este trabalho descreve, de maneira inédita, uma populagdo de

neutrofilos presente no figado fetal e neonatal, com caracteristicas espaciais e



funcionais muito distintas daquelas observadas na fase adulta.

Palavras-chave: Neutréfilos. Desenvolvimento neonatal. Figado.



ABSTRACT

The neonatal immune response is a topic of importance and influence in therapeutics
that may be applied during this critical period of development. Understanding it can foster
significant progress in the care and prevention of diseases in neonates. In this study,
using Intravital Confocal Microscopy, we were able to describe a considerable
population of granulocytes located in the hepatic parenchyma of fetuses and neonatal
mice. Through immunophenotyping, changes were identified mainly in granulocytes
during the neonatal period. By employing Intravital Confocal Microscopy in liver tissues
from the animal model from birth to adulthood, we observed a very significant presence
of Ly6G+ cells in this tissue microenvironment up to the second week of life. With
CyTOF, these cells were characterized as neutrophils — which was confirmed by
morphology and immunohistochemistry techniques. In this sense, even the fetal liver
was perceived as a site for this population of neutrophils around the second gestational
week, raising questions about their origin and establishment. Generally, these cells are
predominantly located in the extravascular space and exhibit very specific behaviors
during the analyzed periods: these hepatic neutrophils form cellular clusters in fetuses
and neonates, which persist for the first few days of life, and have limited migratory
capacity that seems to be counterbalanced by increased release of reactive oxygen
species in neonates under stimulation when compared to any other phase of the animal
model. This work uniquely describes a population of neutrophils present in the fetal and
neonatal liver, with spatial and functional characteristics very distinct from those

observed in the adult phase.

Keywords: Neonatal Development. Neutrophils. Liver.
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INTRODUGCAO

O figado ja é classicamente descrito como ¢6rgédo fundamental para o
metabolismo e detoxificacdo. No entanto, principalmente nas ultimas décadas, esta
mesma estrutura passou a ser descrita como um importante sitio imune em todas as
fases da vida (JENNE; KUBES, 2013; LICHANSKA; HUME, 2000; NAKAGAKI et al.,
2018). Ainda no desenvolvimento embrionario, o figado se forma muito inicialmente
considerando os demais 6rgdos, da mesma maneira que seu protagonismo nas
fungdes imunes (HOEFFEL; GINHOUX, 2018). O estabelecimento da toleréancia fetal
imune durante a gestacao, por exemplo, é também resultado da contribuicdo de
células imunes hepaticas, como as células de Kupffer, que se originam a partir de
progenitores hematopoiéticos derivados do saco vitelino (GOMEZ PERDIGUERO et
al., 2015; MOORE; METCALF, 1970). E esta contribuicdo ndo é limitada ao periodo
fetal, mas se da continuamente ao longo da vida, com a regulagdo das interagdes
imunes no microambiente hepatico (KUBES; JENNE, 2018; RACANELLI;
REHERMANN, 2006). Neste sentido, mesmo células parenquimais hepaticas, os
hepatdcitos, sdo capazes de coordenar respostas imunes com a sintese de proteinas
de fase aguda e citocinas (EHLTING; WOLF; BODE, 2021; WOLF et al., 2023). Em
suma, o microambiente hepatico é um sitio de constante interagédo entre suas células
hepaticas e componentes de resposta imune, fundamentando a regulagéo precisa
entre a tolerancia e a ativagdo (ZHOU; XU; GAO, 2015). Esta regulagdo é uma
condicdo hepatica terminantemente necessaria pela exposicdo deste tecido a

produtos da microbiota intestinal ou mesmo a antigenos circulantes no fluxo
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sanguineo (DOHERTY, 2016). E natural, portanto, que a compreensao do equilibrio
mencionado seja um objeto tdo caro para a literatura do campo — caracterizada,

inclusive, como uma possibilidade para investigacdes de aplicagao terapéutica.
iNKTcells

« Liver-resident, patrolling lymphocytes
« Produce both pro- and anti-

CD4* T cells

« Immunomodulatory

« Release inflammatory cytokines « Maintain immunotolerance
« Clear viral infections

« Few resident cells; rapidly recruited
during liver infection/injury

proteins

€ Monocytes
= C y = Neutrophils - Multiple subtypes (CCR2* pro-
Sinusoidal lumen - Few resident cells; rapidly recruited |nﬂammatory,‘ CX3CR1* reparatlve)
O during liver infection/injury « Produce a variety of cytokines
1 ) C ) - One of the principal phagocyte types ~ Kupffer cells + Involved in damage mitigation and
Space of Disse responsible for pathogen clearance . |ntravascular liver-resident macrophages ~ tissue repair

« Release NETs « Express a number of immune receptors

« Cause collateral damage to the liver (Fc, CR), PRRs (TLRs), and scavenger
« Involved in tissue repair? receptors

«Have key role in pathogen detection,
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== LseC
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Figura 1: A complexidade do sitio imune hepatico investigada a partir da Microscopia
Confocal Intravital, adaptado de outros trabalhos (JENNE; KUBES, 2013; KUBES; JENNE,
2018). Diferentes populagdes imunes contribuem para homeostase imune dispostas no
interior dos sinusoides e espago de Disse no figado, em constante contato com potenciais
estimulos imunoldgicos no fluxo sanguineo. Esta diversidade de células imunes é capaz de
estimular e modular a resposta inflamatéria por multiplas vias.

Mais profundamente, investigagbes direcionadas a compreender a
participacao pontual de populacgdes celulares hepaticas nos processos imunes pode
corresponder ao desenvolvimento de abordagens terapéuticas para condigées como
infecdes hepaticas, doengas autoimunes e cancer (DE MARTIN et al., 2018;
HERCUN et al., 2022). A modulagédo dessas interagées imunes €, n&o por acaso,

uma possibilidade consideravel de aplicagdo enquanto terapia (OSEI-BORDOM,;

« Multiple subtypes (Th1, Th2, Th17)

inflammatory cytokines « Few resident cells; rapidly recruited
« Modulate local and systemic immunity during liver infection/injury
CD8* T cells Hepatocytes
« Cytotoxic « Present antigen (MHC-| and -Il and CD1d)

« Produce acute-phase and complement

- Differentiate into macrophages
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BOZWARD; OO, 2020). Essa afirmativa € reforcada com o aprofundamento dos
achados celulares e moleculares da imunologia hepatica, que expandem as
possibilidades de intervengdes que modulem e impactem positivamente a
progresséo de patologias causadas pela disfungdo da resposta imune (DOHERTY,
2016; HERCUN et al., 2022). E dentre as populagdes celulares imunolégicas, os
leucdcitos, especialmente os neutrofilos, sdo agentes criticos do estabelecimento da
resposta imune por constituirem a sua linha de frente (MANTOVANI et al., 2011).
Células guiadas por gradientes quimiotaticos, os neutréfilos rapidamente migram
para sitios de infegcao ou lesdes estéreis (MANTOVANI et al., 2011; MCDONALD et
al., 2010). Fagdcitos muito ativos, sdo ainda capazes de neutralizar agentes
infecciosos pela liberagdo de compostos como proteinas antimicrobianas e espécies
reativas de oxigénio (ROS) (BURN et al., 2021). Além disso, sdo importantes
indutores de respostas inflamatorias, promovendo o recrutamento de outras células
imunes, pela liberacdo de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos, como o
leucotrieno B4 (MANTOVANI et al., 2011). Especialmente, os neutrofilos s&o células
especializadas na liberacdo, no meio extracelular, do proprio DNA em associagao
com histonas e enzimas que combatem os agentes infecciosos — processo intrincado
chamado de netose ou, do inglés, neutrophil extracellular traps (NETs), armadilhas
extracelulares de neutréfilos (BURN et al., 2021). Apesar de serem uteis na
manutengdo da saude, em condi¢des de desregulagcdo em sua ativagao, estas
células viabilizariam o estabelecimento e progressdo de doengas autoimunes,

inflamatorias e lesbes teciduais (SEGEL; HALTERMAN; LICHTMAN, 2011).
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Figura 2: Neutréfilos como protagonistas da resposta imune (BURN et al., 2021). Os
neutréfilos sdo células da linha de frente do sistema imune, capazes da ativacédo e
modulacdo da participagcdo de outras populacbes no estabelecimento da resposta
inflamatéria, além de combater diretamente infecgdes com o uso de seu armamentario
intracelular: a producao de mieloperoxidases, espéecies reativas de oxigénio e a liberagao de
redes extracelulares compostas por DNA, histonas e enzimas.

] Cytokine production ~ S

Neutréfilos, assim como as demais células envolvidas em respostas imunes,
s&o constante e previsivelmente avaliadas no contexto de patologias (MANTOVANI
et al., 2011). Por outro lado, ha uma lacuna significativa no entendimento do
comportamento e fungdo dessas populacbes em condicbes homeostaticas. A
significativa maior parte da literatura posta fez progredir a compreensao da atuagao

dos neutrdéfilos em cenarios infecciosos e de disfungao inflamatéria, sedimentando o
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seu papel intrinsecamente, neste nivel, relacionado a um contexto patolégico (BURN
et al., 2021; MANTOVANI et al., 2011; SEGEL; HALTERMAN; LICHTMAN, 2011). A
auséncia de investigagbes que busquem analisar a cinética de neutréfilos nao
estimulados por desafios que levem ao ponto da resposta inflamatdoria impossibilita
o entendimento mais geral dessas células e de suas potenciais contribuigdes para a
homeostase imune (SHIM; DENISET; KUBES, 2022; SILVESTRE-ROIG et al.,
2019). A complexidade deste potencial duplo papel dos neutréfilos € acrescida na
fase neonatal, em que seu protagonismo no estabelecimento das respostas imunes
no inicio da vida ainda esta sob investigacdo (LAWRENCE; CORRIDEN; NIZET,
2018). Nao suficiente, o entendimento das interagdes granulociticas neste periodo é
fundamental para descricdo de potenciais vulnerabilidades imunolégicas ou mesmo
de mecanismos que sejam inerentes a neonatos, fase tao critica (RAYMOND et al.,
2017).

Como resultado deste trabalho, descrevemos uma nova populacdo de
neutréfilos conservadamente presente no figado fetal e neonatal de camundongos,
que manifestam distribuicdo espacial e reacbes quimiotaticas muito distintas
daquelas ja descritas em adultos. Estes achados ressaltam caracteristicas
diferenciais, até entdo desconhecidas, do sistema imune hepatico entre neonatos e

adultos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho busca descrever a presenca e o comportamento de neutréfilos
no figado neonatal comparado aos demais tempos analisados.

2.2 Objetivos Especificos

1- Estabelecer a cinética de células Ly6G+ por Microscopia Confocal Intravital
ao longo da vida de camundongos;

2- Quantificar as células Ly6G+ por campo nas imagens de Microscopia
Confocal Intravital;

3- Mensurar caracteristicas espaciais individuais de células Ly6G+ nas
imagens de Microscopia Confocal Intravital,

4- Isolar células n&o-parenquimais hepaticas por beads anti-Ly6G em
neonatos;

5- Descrever, por CyTOF, os demais marcadores celulares de células Ly6G+
em neonatos;

6- Descrever a morfologia de células Ly6G+ por microscopia optica;

7- Comparar a motilidade de células Ly6G+ estimuladas por modelos de lesé&o
estéril em Microscopia Confocal Intravital ao longo da vida;

8- Comparar por ensaios imunes a producdo de mieloperoxidase (MPO) e

espécies reativas de oxigénio (ROS) de células Ly6G+ ao longo da vida.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Camundongos adultos de ambos os sexos, C57/BL6 WT, foram obtidos a
partir do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG,
Brasil). Matrizes, compostas por 2 fémeas por macho por caixa, geraram animais de
diferentes idades (0 e 4 dias; 1, 2, 3 e 4 semanas) empregados no trabalho. Os
animais foram mantidos em microisoladores de acrilico com sistema de ar filtrado
(Alesco), com 5 camundongos cada, em um ambiente na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), providos com agua e ragao autoclavada (Nuvilab) ad libitum,
com ciclo claro/escuro (12/12 h) digitalmente controlado. Os experimentos com
animais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG)

seguindo as normas internacionais de manejo e cuidado animal (034/2017).

Neonato Janela de desmame

od 4d 1s

Do om om DB

Figura 3: llustragdo da escolha dos animais experimentais em relagdo aos seus periodos
de desenvolvimento para compreensao da cinética da presenga neutrofilica hepatica.

3.2 Microscopia Confocal Intravital
As imagens de Microscopia Confocal Intravital foram realizadas conforme
padronizagdo do grupo (MARQUES et al., 2015). Foi empregado o microscopio

Nikon Eclipse Ti invertido acoplado a um cabegote de escaneamento A1R (Nikon)
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sem alteragdes. Os camundongos receberam, por via intravenosa, antes da
aquisicdo das imagens, um mix de anticorpos fluorescentes aplicados para a
visualizagdo de populagdes celulares especificas como as descritas: anti-Ly6G
ficoeritrina (PE — phycoerythrin) (0.35 pL/g, clone 1A8; BD Biosciences) para a
marcacao de neutrofilos e anti-CD31 aloficocianina (APC — allophycocyanin) (0.66
uL/g, clone 390; BioLegend) para a marcagao das células endoteliais, ambos diluidos
em salina estéril. As analises das imagens foram executadas nos softwares Volocity

(6.3; PerkinElmer) e NIS-Elements (Nikon Intruments).

3.3 Modelo de Quimiotaxia /n Vivo

Foi executado um modelo de quimiotaxia in vivo induzida por lesdo estéril
conforme a descrigdo do protocolo de microscopia confocal hepatica do grupo
(MARQUES et al., 2015). Neste caso, empregada uma agulha adaptada a um
cauterizador que, pela condugao da alta temperatura, teria sua ponta capaz de
causar uma lesao estéril termal pontual quando em contato com a superficie do
figado. Aos 40 minutos antes da aplicagdo anestésica (solugdo composta de 400 uL
de cetamina e 150 pL de xilazina diluidas em 450 pL de salina estéril, 5 pL/g) e
procedimento cirurgico, o anticorpo anti-Ly6G era administrado via intravenosa para
marcacao dos neutrofilos. Pequenas doses anestésicas foram necessarias durante
as aquisi¢des de imagens com gravagdes de videos em torno de 2 a 4 horas, além
de pequenos volumes de salina para manutengao da hidratagdo do figado exposto.

A temperatura do animal também foi controlada durante os procedimentos com o uso
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de uma manta de papel aluminio. As analises dos videos obtidos foram executadas
no software NIS-Elements Viewer 4.50, para as métricas de mobilidade dos
neutréfilos em resposta ao modelo de quimiotaxia, como deslocamento, distancias

percorridas até o foco da lesao e velocidade.

3.4 Isolamento de Células Nao-Parenquimais Hepaticas

ApoOs anestesia e exsanguinagdo dos animais pela incisdo simultanea da
aorta e veia cava caudal, os figados foram coletados, processados e digeridos num
meio RPMI contendo colagenase (Tipo VIII; 0.25 mg/g/animal; Sigma-Aldrich) sob
agitacdo constante, a 37°C por 1 hora. As células foram separadas por
centrifugagbes diferenciais intercaladas por lavagens. A suspensdo final foi
centrifugada a 300 g, a 4 °C por 5 minutos, com o sobrenadante descartado e a
viabilidade celular testada pelo método de exclusdo com azul de tripano. Para os
tempos de 0, 4 e 7 dias, células hepaticas totais foram obtidas pela limitagdo na
separagao de células n&o-parenquimais dos hepatdcitos com o emprego das
centrifugagdes diferenciais. Portanto, o pellet total foi utilizado para os animais dos
grupos de 0, 4 e 7 dias. Para todos os outros tempos de analise, o pellet final de
experimentos independentes foi utilizado para Citometria de Massa por Tempo de
Voo (Time-of flight mass cytometry — CyTOF), purificacdo de neutrofilos e ensaios
de estresse oxidativo. Especificamente para os experimentos de CyTOF, 1 X 106
células foram marcadas com anticorpos conjugados com isétopos como descrito em

trabalho do grupo (NAKAGAKI et al., 2018).
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3.5 Purificagao de Neutroéfilos

Apos o isolamento de células hepaticas ndo-parenquimais, essas populagdes
foram incubadas com 1 pL de anticorpo anti-Ly6G conjugado com PE a 1 mg/mL (2
pug/mL; BD Pharmingen) por 30 min a 4 °C. Depois do procedimento de incubacéo,
as células foram lavadas em 2 mL de solugéo de tampao fosfato-salino (PBS) 1x
suplementada com 2 mM de EDTA e 0,5% de albumina de soro bovino (BSA),
seguida de centrifugacédo a 300 g, 4 °C, por 5 minutos. O pellet foi, entdo, incubado
por 30 minutos em 10 pL de beads magnéticas anti-PE e lavado como descrito
anteriormente. O pellet resultante foi ressuspendido em 3 mL de PBS 1x com 2 mM
de EDTA e 0,5% de BSA e, em seguida, transferido para uma coluna de campo
magnético (iMag; BD Biosciences) por 15 minutos. Em sequéncia, os tubos foram
decantados e as amostras foram lavadas com 3 mL de PBS 1x com 2 mM de EDTA
e 0,5% de BSA. A pureza dos neutrdfilos foi avaliada em um citdbmetro Accuri C6. As
células isoladas Ly6G+ foram centrifugadas em uma centrifuga cytospin (INBRAS) a
500 rpm por 5 minutos e as laminas foram coradas para imunofluorescéncia e com
Panoptico Rapido. Para imunofluorescéncia, as células purificadas Ly6G+ foram
incubadas por 15 minutos com DAPI (10 yM; cat. no. D3571) para a coloragédo dos
nucleos. As imagens foram adquiridas usando um microscopio invertido Nikon
Eclipse Ti acoplado a um cabecgote de escaneamento A1R, utilizando uma objetiva
de 63x. Para a avaliagdo panoptica, foi utilizada uma objetiva de 40x em um

microscoépio de luz (Olympus).
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3.6 Ensaios de Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo em células vivas foi medido pelo ensaio de CellRox.
Depois do isolamento de células nao-parenquimais, o pellet final foi incubado com
apocinina (um inibidor classico de NADPH oxidase) para o controle negativo, lavado
e ressuspendido em 100 yL de PMA (WAY; CHOU; KING, 2000), composto, por
outro lado, capaz de estimular a producdo de ROS pela via de NADPH oxidase.
Foram empregadas concentragdes de 1, 10 e 100 nM por 1.5 hora a -4 °C na capela
de fluxo laminar. Apds, a amostra foi centrifugada a 300 g por 5 minutos, tendo o
sobrenadante descartado e adicionada 50 L de solucédo contendo CellROX a 5 yM
em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino, incubada por 30 minutos a 37
°C. Apos a incubagao, as células foram novamente centrifugadas a 300 g por 5
minutos e lavadas 3 vezes com PBS 1x. Posteriormente, foram incubadas com
anticorpo anti-Ly6G PE por 30 minutos a 4 °C, lavadas e ressuspendidas em 1 mL
de Wash B para o ensaio de estresse oxidativo no citbmetro de fluxo Accuri C6

(Becton Dickinson).
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Figura 4: Descricdo do método empregado para o ensaio de estresse oxidativo das células
hepaticas ndo-parenquimais isoladas.

3.7 Processamento de Amostras e Ensaios de Mieloperoxidase (MPO)

50 mg de figado foram dispostos em tubos Eppendorf de 2 mL, com 500 uL
de solucdo de extragao de citocina contendo PBS 1%, NaCl, Tween 20, BSA, PMSF
diluido em dimetilsulféxido, EDTA e aprotinina. Os tubos foram homogeneizados e
centrifugados a 10.000 rpm, 4 °C, por 10 minutos, com o descarte do sobrenadante.
Em sequéncia, 950 pL de tampéao 1 (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02 M anidro e Na2EDTA
0,015 M) foi adicionado ao pellet e centrifugado como o descrito anteriormente. O
sobrenadante foi mais uma vez descartado e o pellet foi ressuspendido em 750 pL
de NaCl 0,2% frio. Apds 30 segundos, 750 uL de NaCl 1,6% frio com glicose 5% foi

adicionado ao tubo. Nesta etapa, 750 puL do volume foi coletado para o ensaio de
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mieloperoxidase (MPO), realizando outra centrifugagcdo com a mesma configuragéo.
O pellet ressuspendido com 475 pL de tampao 2 (Na3PO4 0,05 M anidro e HETAB
0,5%) e homogeneizado. Apoés 3 ciclos de congelamento e descongelamento usando
nitrogénio liquido, o conteudo foi centrifugado a 10.000 rpm, 4 °C, por 15 minutos. O
pellet final foi descartado e o sobrenadante coletado. Para o ensaio, 25 pyL do
conteudo dos tubos foi pipetado em uma placa de 96 pocgos, usando tampao 2 como
branco. Adicionalmente, 25 uL de substrato TMB foi disposto nos pog¢os e incubado
por 5 minutos a 37 °C. Depois, 100 yL de H202 (0,002%) foi adicionado a placa e
incubado nas mesmas condi¢des. Finalmente, 100 pyL de H2SO4 (1 M ou 2N) foi

adicionado a placa antes de utilizar o equipamento para sua leitura a 450 nm.

3.8 Analises Estatisticas

As analises estatisticas e os graficos foram feitos com o emprego do software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software). Os resultados foram expressos como
meédia + SEM. As comparagdes entre os grupos foram realizadas usando analise de
variancia simples (One-way ANOVA) com o pos-teste de Dunnett. O nivel de

significancia foi estabelecido em P < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Uma significativa populagao de granulécitos pode ser identificada no
parénquima hepatico de fetos e camundongos neonatos.

Trabalhos anteriores do grupo ja evidenciaram a expressiva contribuicdo do
figado neonatal como um sitio de desenvolvimento de populagbes imunes
(NAKAGAKI et al., 2018). A identificacado de leucdcitos neste microambiente revela
a frequéncia consideravel, principalmente, de granulocitos (NAKAGAKI et al., 2018).
Estes achados motivaram o emprego da técnica de Microscopia Confocal Intravital
na investigagao do tecido hepatico de camundongos desde o seu nascimento, ao 0
dia, até a vida adulta, 8 semanas de idade (Figura 5A). A escolha da técnica é
justificada pela necessidade do entendimento da distribuigdo e comportamento
destes granuldcitos ao longo do desenvolvimento. E, neste sentido, identificamos
marcante presenca de células Ly6G+ no figado de animais neonatos ao 0 dia, com
volume que persistiu até a proximidade das 2 semanas de vida (Figura 5). Estas
células, presumivelmente neutréfilos, se apresentam arredondadas e distribuidas
igualmente por todo o campo analisado (Figuras 5D, 5E). Da mesma maneira, os
sinusoides em animais neonatos podem ser percebidos maiores do que aqueles em
figados de animais adultos (Figura 5F). Estas observagdes contribuem para a
identificacdo de algumas destas células fora do compartimento intravascular,
possivelmente infiltrando o parénquima hepatico (Figura 5F). Com 3 semanas de
vida, os numeros de neutréfilos s&o reduzidos, alcangando as menores contagens

em animais adultos, com 8 semanas (Figura 5C). As quantifica¢gdes indicam padrbes
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conservados da presenga dessas células no figado, que s6 passam a ter numeros
baixos e estaveis no periodo adulto (Figura 5C). Em contrapartida, camundongos
neonatos e jovens s&o marcados por uma dinamica absolutamente diferente, de
contagens variaveis aumentadas de neutrofilos (Figuras 5B, 5C). Os dados, portanto,
representados nesta cinética longitudinal somam questionamentos e,
principalmente, aprofundam a compreensao da dinamica de neutrofilos presentes no

figado ao longo da vida.
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Figura 5: Imagens de Microscopia Confocal Intravital hepatica para células Ly6G+ e analises
quantitativas. (A) llustracdo descrevendo o método de Microscopia Confocal Intravital de
figados de camundongos de diferentes idades. (B) Imagens de Microscopia Confocal
Intravital mostrando a presenga de neutrofilos hepaticos durante o desenvolvimento dos
camundongos: neutréfilos (verde) marcados com anti-Ly6G PE e sinusoides (vermelho)
evidenciados com anti-CD31 APC. (C) Quantificagao de células hepaticas Ly6G+ por campo
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em camundongos de 0 dias até 8 semanas de idade. (D) Imagens de Microscopia Confocal
de neutrdfilos hepaticos de camundongos neonatos e adultos com quantificagdo de medidas
individuais de neutroéfilos hepaticos durante o desenvolvimento dos camundongos. (E) Painel
de imagens de Microscopia Confocal evidenciando diferengas na presenga e no perfil dos
neutrofilos durante o desenvolvimento dos camundongos. (F) Reconstrugdes tridimensionais
de microscopia confocal intravital evidenciando a relagao entre neutrofilos hepaticos (verde,
anti-Ly6G PE) e sinusoides (vermelho, anti-CD31 APC). APC = Allophycocyanin.

Ainda, para certificar a identidade das populagdes celulares Ly6G+ analisadas
como realmente neutréfilos, associamos a técnica de CyTOF com o intuito de
aprofundar a imunofenotipagem especifica com a definicAo de marcadores
classicamente relacionados a neutréfilos ou mesmo aqueles pontualmente ausentes
nestas ceélulas (Figura 6A). Esta estratégia possibilitou a analise de marcadores-
chave em diferentes estagios de desenvolvimento do modelo animal, além de
confirmar a natureza neutrofilica das células Ly6G+ (Figura 6A). Os resultados da
imufenotipagem por CyTOF permitiram observagdes muito profundas das
expressdes moleculares, sedimentando a descricdo proposta em nossas
investigacbes no periodo neonatal. Estas células Ly6G+ s&o caracterizadas pela
expressao antecipada de marcadores associados a neutrofilos imaturos, como
CD11b e Ly6C, além de, concomitantemente, ndo expressarem marcadores
classicamente associados a outros leucdcitos, como CD3, CD4, CD8, CD19 e
CX3CRH1, entre outros (Figura 6A). Consideramos também positiva, além da analise
de marcadores celulares de superficie, a analise da morfologia destas células
neonatais para a certificacéo de que se trata realmente de neutrofilos. Por isso, com
a condugdo do isolamento de células Ly6G+ e a marcagdo histolégica e

imunohistoquimica, pudemos observar que esta populacdo exibia caracteristicas
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também morfologicas classicas de neutrdéfilos, principalmente a presenca de nucleo
multilobular (Figuras 6B, 6C). Somado a isto, as imagens imunohistoquimicas
revelaram a expressao consistente de Ly6G em neutrofilos neonatais assim como
em adultos (Figura 6D). Em suma, estes achados confirmam, de maneira ampla, por
associagado de técnicas diferentes, a identidade da populagdo celular investigada

como sendo a de neutrofilos.
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Figura 6: Caracterizagdo dos granuldcitos neonatais: durante a fase neonatal, ha um perfil
aumentado de células Ly6G+ no figado de camundongos. (A) Pelo CyTOF, ha a
identificagdo, analisada com gates, de marcadores especificos de granulécitos para células
Ly6G+. (B) llustragcéo representando o método para o isolamento de células Ly6G+ do figado
de camundongos utilizando beads magnéticas anti-Ly6G. (C) Morfologia das células
hepaticas Ly6G+ isoladas de camundongos neonatos sugerindo a presenga significativa de
neutrdéfilos. (D) Imunofluorescéncia das células hepaticas Ly6G+ isoladas de camundongos
neonatos (0 d) e adultos (8 semanas).
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4.2 Neutréfilos migram, de maneira sincronizada, do parénquima
hepatico para o lumen dos sinusoides durante o desenvolvimento pés-natal.

A anatomia e organizagdo estrutural hepaticas impdéem um desafio
arquitetural para a presenca de células imunes no parénquima. Isto se deve porque
o figado &€ composto majoritariamente por hepatdcitos dispostos muito proximos uns
dos outros, formando corddes de hepatdcitos que séo interpostos por sinusoides, a
malha vascular hepatica (BEN-MOSHE; ITZKOVITZ, 2019). Esta organizagao
bastante compacta limita o espago para a infiltracdo de células imunes no
parénquima. Por consequéncia, a presenca de células imunes neste microambiente
é definida em nichos especificos, como a regido subcapsular ou o compartimento
intravascular (BEN-MOSHE; ITZKOVITZ, 2019; DAVID et al., 2016; FREITAS-
LOPES et al., 2017). Os corddes de hepatdcitos criam uma barreira fisica que limita
células imunes a estes compartimentos, o que ressalta a distintiva organizagao
hepatica no controle também espacial de componentes imunes (DAVID et al., 2016;
FREITAS-LOPES et al., 2017; POUYABAHAR et al., 2023). Para tanto, com a
necessidade de compreender a disposicao espacial da populagdo de neutréfilos
naturalmente presente em figados neonatais, empregamos reconstrugdes
tridimensionais de imagens confocais intravitais ao longo de periodos de
desenvolvimento do modelo animal. Esta técnica permite a visualizag&o precisa, em
microescala, das relagdes espaciais entre os neutrofilos em questdo e a malha de
sinusoides hepaticos. A aplicagdo de reconstrucdo tridimensional neste caso

aprofunda, significativamente, a descri¢do proposta, sedimentando dados espaciais
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precisos dos neutréfilos em diferentes fases de desenvolvimento. De fato, a
quantificacao de neutrofilos hepaticos presentes no compartimento intravascular em
camundongos neonatais foi baixa (aproximadamente 25%) se comparada aos
demais periodos analisados, além de indicar diretamente um aumento gradual da
posicao intravascular destas células com o avango do periodo pos-natal (Figura 7A).
Em 1 semana de idade, os neutréfilos se dividiam quase igualmente entre o
parénquima e o ambiente intravascular, com cerca de 50% do numero de células em
cada, até que gradualmente passaram a ocupar o interior dos sinusoides com 75%
de neutrofilos intravasculares nas 3 semanas de idade (Figuras 7A-C). Nao somente
foi possivel distinguir a distribuigdo destas células ao longo do desenvolvimento,
assim como foram também identificadas diferengas morfolégicas a depender do
microambiente ocupado pelos neutrofilos. Aqueles neutrdfilos dispostos fora dos
sinusoides, no parénquima, se apresentavam mais arredondados e dispostos mais
proximos uns dos outros — manifestando um fendtipo de células imaturas ou
progenitoras (Figura 7B). Por outro lado, os neutrofilos intravasculares puderam ser
percebidos mais alongados e mais distantes uns dos outros pelo campo —
manifestando, por sua vez, um fendtipo bastante proximo de leucdcitos ativados
(Figura 7B). Estas distingbes morfolégicas baseadas em localizagdo sugerem
potenciais modificagbes fenotipicas relacionadas ao microambiente, ressaltando,
sobretudo, a possibilidade da influéncia hepatica na maturagdo e ativagdo destes
neutréfilos no tecido. Neste mesmo sentido, € somente nos estagios adultos do

modelo animal em que sdo observadas medidas maximas da disposi¢cao
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intravascular neutrofilica (Figuras 3A-C). Este padrao temporal bem definido indica
gue a estabilidade da relagao entre neutréfilos e 0 microambiente hepatico é somente
alcancada na vida adulta. Estes achados revelam a disposi¢cao espacial dinamica de
neutrofilos no figado em diferentes estagios do desenvolvimento e, sobretudo,

reforgam a maturag&o gradual destas interagdes no periodo pds-natal.
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Figura 7: Migragdo de neutréfilos hepaticos do parénquima para os sinusoides em
camundongos ao longo da vida. (A) Quantificagao de neutréfilos intravasculares hepaticos
por campo durante o desenvolvimento dos camundongos. (B) Reconstrugdes
tridimensionais de microscopia confocal intravital evidenciando a posicdo dos neutréfilos
hepaticos em camundongos neonatos e adultos: neutréfilos (verde, anti-Ly6G PE) e
sinusoides (vermelho, anti-CD31 APC). (C) Imagens de Microscopia Confocal Intravital
revelando a disposigao intravascular progressiva dos neutréfilos hepaticos durante o
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desenvolvimento dos camundongos e sua quantificagdo em diferentes idades: neutréfilos
intravasculares hepaticos por campo vao de 25,79% aos 0 dias para 89,69% as 8 semanas
de idade em camundongos. APC = Allophycocyanin.

4.3 O figado fetal ja abriga uma significativa populacao de neutrofilos.

O figado fetal cumpre com um protagonismo fundamental nos estagios iniciais
do desenvolvimento do sistema imune, assumindo o papel enquanto um dos
primeiros 6rgaos imunes no inicio da vida (MOORE; METCALF, 1970). No entanto,
a presenca de neutrodfilos no figado neonatal levanta questées importantes sobre sua
origem. Ha a possibilidade de que estas células tenham sido recrutadas em resposta
ao estado inicial de colonizagdo da microbiota ou mesmo ao contexto inicial de
exposicdo extrauterina (BALMER et al., 2014; LAWRENCE; CORRIDEN; NIZET,
2018). De outra forma, € também plausivel que estas células tenham sido originadas
durante o desenvolvimento embrionario, ja bastante relacionado ao figado nesta fase
(LAWRENCE; CORRIDEN; NIZET, 2018; MOORE; METCALF, 1970). Contudo,
abordagens de imageamento que busquem responder estes questionamentos sao
muito  dificultadas pela complexidade técnica imposta. Pontualmente,
desenvolvemos uma estratégia que pudesse nos auxiliar frente ao desafio. Por meio
do procedimento cirurgico cauteloso conduzido ainda no camundongo fémea em
gestacdo, com a divulsdo de tecidos, foi aplicada uma carga intravenosa de
anticorpos fluorescentes diretamente na corrente sanguinea do embrido (Figura 8A).
Com este método, poderiamos explorar as analis