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Resumo 

Acetaminofeno (APAP) é um anti-inflamatório não esteroidal seguro em 

doses terapêuticas, no entanto, a sobredose desse fármaco leva ao 

desenvolvimento de lesão hepática aguda devido a morte de hepatócitos por 

necrose oncótica. APAP é um dos principais fármacos que levam a insuficiência 

hepática aguda em países desenvolvidos, contribuindo para milhares de casos 

clínicos que requerem transplante de fígado. A morte dos hepatócitos por 

necrose, gera um estímulo inflamatório estéril e neutrófilos são rapidamente 

recrutados para o local. Devido ao seu potencial de causar dano tecidual 

colateral, o neutrófilo é classicamente visto como uma célula instável que pode 

amplificar a lesão hepática induzida por APAP. No entanto, nos últimos anos, 

diversos trabalhos têm demonstrado que neutrófilos podem participar da 

resolução da inflamação. Objetivo: Avaliar a dinâmica e alterações 

transcricionais em neutrófilos no fígado, medula óssea e sangue durante as 

fases de lesão e reparo do tecido hepático após insulto por APAP, bem como o 

comportamento desses leucócitos no local da lesão, correlacionando esses 

achados com o potencial papel dos neutrófilos na resolução da inflamação. 

Delineamento experimental: A lesão hepática aguda foi induzida por 

sobredose de APAP (600mg/Kg), por via oral, em camundongos C57BL/6 

fêmeas. Avaliamos alterações no perfil transcricional, sobrevivência, bem como 

a dinâmica do neutrófilo no tecido hepático, medula óssea e na circulação. Por 

microscopia confocal intravital, avaliamos a localização exata e o 

comportamento desses leucócitos na lesão. Resultados e conclusão: Nós 

demonstramos que neutrófilos permanecem viáveis por longos períodos após a 

lesão hepática, patrulham avidamente hepatócitos mortos e aumentam a 

expressão de genes pró-resolutivos, incluindo Tgf-β, Il1r2 e Fpr2. Ainda, 

demonstramos que a transferência adotiva de neutrófilos resolutivos, extraídos 

do fígado 72 horas após o desafio com APAP, para animais nos estágios iniciais 

da lesão (6 horas após APAP), reduziu de forma significativa a lesão hepática. 

Portanto, fornecemos novas evidências de que os neutrófilos podem ter 

participação ativa na resolução da inflamação e, consequentemente, no reparo 

tecidual. Palavras-chave: Neutrófilos; Resolução da inflamação; Lesão estéril; 

Reparo tecidual; Necrose hepática  
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Abstract 

Acetaminophen (APAP) is a non-steroidal anti-inflammatory drug safe 

when used in therapeutical dosage. However, overdosage of this drug causes 

hepatocytes death by oncotic necrosis. APAP overdosage is the leading cause 

of acute liver failure in developed countries, contributing for millions of liver 

transplant cases. Hepatocytes death by necrosis culminates in the release of 

damage-associated molecular patterns into tissue, triggering inflammatory 

response and the consequent recruitment of neutrophils into the liver.  Due its 

potential to cause collateral damage, neutrophil is classically perceived as an 

unstable cell, which are responsible to amplify APAP-induced liver injury. 

However, liver tissue repair is coincident with the maintenance of neutrophils at 

the inflammatory site during all stages of tissue repair. Objective: To evaluate 

neutrophil dynamics and transcriptional changes at liver, bone marrow and 

peripheral blood during all phases of APAP-induced liver injury and tissue repair, 

as well as to evaluate neutrophil behavior at necrotic sites, stressing out the 

potential role of neutrophils in resolution of inflammation and tissue repair. 

Experimental design: APAP-induced liver injury was performed by the 

administration of 600 mg/Kg of APAP, oral route, in female C57BL/6. We 

assessed neutrophil transcriptional changes, survival and its dynamics at necrotic 

liver, bone marrow and peripheral blood. Using intravital microscopy, we 

evaluated the neutrophil behavior within necrotic sites. Results and conclusion: 

We found that neutrophils remained viable during longer periods following liver 

damage, because they avidly patrolled necrotic areas and up-regulated pro-

resolutive genes, including Tgfb, Il1r2, and Fpr2. Adoptive transference of 

resolutive neutrophils harvested from livers at 72 h after injury to mice at the initial 

phases of injury (6 h after APAP) significantly rescued organ injury. Thus, we 

provide novel insights on the role of neutrophils not only in the injury amplification, 

but also in the resolution phases of inflammation. 

 

Keywords: Neutrophil; resolution of inflammation; sterile injury; tissue repair; 
liver necrosis 
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1. Introdução 

1.1 - Fígado: Estrutura e heterogeneidade funcional 

 O fígado é a maior glândula e o segundo maior órgão do corpo, podendo 

compreender até 2% do peso corporal em humanos e 5% em camundongos 

(Dancygier 2010). Anatomicamente, localiza-se no quadrante superior direito da 

cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma. O fígado é revestido pelo 

peritônio em quase toda a sua extensão, e é envolvido externamente por uma 

cápsula delgada de  tecido conjuntivo, denominada de cápsula de Glisson, que 

se torna espessa no hilo, região por onde penetram vasos sanguíneos e saem 

ductos hepáticos e vasos linfáticos (Vollmar and Menger 2009). O fígado é 

altamente vascularizado, possuindo fluxo sanguíneo de aproximadamente 1,8 

litros de sangue por minuto e aporte sanguíneo duplo, recebendo sangue venoso 

(rico em nutrientes e pouco oxigenado) além de ser irrigado por sangue arterial, 

rico em oxigênio (Dancygier 2010). Aproximadamente 20% do volume de sangue 

que irriga o fígado, chega através da artéria hepática (ramo do tronco celíaco) e 

80% chega através da veia porta que, por sua vez, drena o intestino e outros 

órgãos viscerais (Ben-Moshe and Itzkovitz 2019). Portanto, o fígado é um órgão 

de interface entre o trato digestivo e a circulação sanguínea sistêmica 

(Ilustração 1). Dessa forma, por receber o sangue que drena o trato 

gastrointestinal, o fígado funciona como uma espécie de filtro, realizando 

imunovigilância de tudo que é absorvido pelo intestino, controlando quaisquer 

macromoléculas ou antígenos que poderão, ou não, atingir a circulação 

sistêmica (Ben-Moshe and Itzkovitz 2019). 

O fígado desempenha mais de 100 funções conhecidas, incluindo 

metabolismo de macronutrientes, regulação do volume sanguíneo, homeostase 

da glicose, homeostase de lipídeos e colesterol (Ben-Moshe and Itzkovitz 2019). 

Ainda, o fígado é responsável por realizar intrincados processos de 

detoxificação, funções exócrinas através da produção de bile e funções 

endócrinas através da liberação de hormônios (Ben-Moshe and Itzkovitz 2019). 

Em adição, o fígado é um importante sítio de síntese proteica, produzindo grande 

parte das proteínas circulantes no sangue como albumina e fatores de 

coagulação, e dando suporte ao sistema imune através da síntese de proteínas 

de fase aguda e do sistema complemento (Gebhardt 1992).  
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 Essa heterogeneidade funcional do fígado é espelhada por sua 

composição celular. O fígado é composto por diversos tipos celulares de 

diferentes origens embriológicas (Godoy et al. 2013). Cada uma dessas células 

possui funções únicas que atuam em sinergismo para regular as funções 

hepáticas em múltiplos níveis. A principal célula que constitui o fígado é o 

hepatócito: célula parenquimal hepática que constitui 80% da sua massa e 60% 

do total de células que compõem o fígado (Godoy et al. 2013). Em adição, o 

fígado possui uma grande diversidade de células não parenquimais (NPCs), que 

inclui células endoteliais, células estreladas, colangiócitos, células de Kupffer e 

outras células imunes que dão suporte às funções dos hepatócitos (Ben-Moshe 

and Itzkovitz 2019). Todas essas células que constituem o fígado não se 

organizam como uma massa uniforme de células. Ao invés disso, os hepatócitos 

e as células não parenquimais se organizam em unidades anatômicas 

denominadas lóbulos hepáticos. 

 

Ilustração 1: Aporte sanguíneo do fígado. O fígado possui irrigação sanguínea dupla, 

sendo 20% sangue arterial proveniente da artéria hepática (ramo da artéria celíaca) e 

80% de sangue venoso, proveniente da veia porta que, por sua vez, drena intestino, 

pâncreas, estômago e baço. Adaptado de (Dancygier 2010). 
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1.2 - Lóbulo hepático 

 O lóbulo hepático é a unidade estrutural básica do fígado. Em cortes 

histológicos, os lóbulos hepáticos possuem formato hexagonal podendo medir, 

aproximadamente, 1 mm de diâmetro em humanos e 0,5 mm em camundongos 

(Teutsch 2005). Os lóbulos hepáticos são separados entre si por septos de tecido 

conjuntivo oriundos da cápsula de Glisson, que recebe o nome de placa 

limitante, sendo mais evidente em alguns animais como, por exemplo, suínos e 

equinos, enquanto em humanos e camundongos esse tecido conjuntivo é muito 

delgado, o que dificulta o estabelecimento do limite exato entre um lóbulo 

hepático e os adjacentes (Teutsch 2005). A partir da placa limitante, 

principalmente nos vértices dos lóbulos hepáticos, podemos observar a 

presença de vasos e nervos. Esta região é denominada espaço porta e contém 

um ramo da artéria hepática, um ramo da veia porta, um ducto biliar e vasos 

linfáticos (Ilustração 2).  

Os hepatócitos se organizam radialmente no lóbulo hepático, arranjados 

em formato de cordões de células direcionadas da periferia do lóbulo em direção 

ao centro. Os cordões de hepatócitos são separados por vasos sinusóides, que 

são formados a partir de ramificações da veia porta. Os sinusóides também se 

distribuem da periferia do lóbulo em direção ao centro, onde se encontram e se 

fundem para dar origem à veia centrolobular (Ilustração 2). Portanto, o fluxo 

sanguíneo no lóbulo hepático flui da sua periferia para centro, em direção à veia 

centrolobular (DeLeve 2013). Sinusóides hepáticos possuem formato irregular e 

são compostos por uma camada de células endoteliais fenestradas. Além disso, 

as células endoteliais são separadas dos hepatócitos por uma lâmina basal 

descontínua e um espaço denominado espaço de Disse (DeLeve 2013). Essa 

organização das células endoteliais hepáticas confere à microcirculação do 

fígado uma ótima troca de macromoléculas com o seu parênquima, garantindo 

que hepatócitos tenham fácil acesso às macromoléculas carreadas pelo sangue 

(DeLeve 2013). Quando um cordão de hepatócitos se encontra com outro cordão 

adjacente, eles podem dar origem ao ducto biliar. O fluxo da bile, no entanto, 

ocorre no sentido oposto ao do sangue, ou seja, da região central em direção ao 

espaço porta (DeLeve 2013). 
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Ilustração 2: Estrutura do lóbulo hepático. O lóbulo hepático possui formato de uma 

coluna hexagonal, sendo separado pelos lóbulos adjacentes por uma fina camada de 

tecido conjuntivo. Nos vértices dos lóbulos hepáticos, se encontram ramos da veia porta 

(azul) e artéria hepática (vermelho), bem como ductos biliares (verde). Essa região é 

denominada espaço porta. Os hepatócitos se organizam de forma radial, arranjados 

como cordões de células. 
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1.3 - Imunologia hepática: da homeostase a inflamação 

A despeito de suas funções metabólicas, o fígado também possui diversas 

funções imunológicas. Possui posicionamento anatômico estratégico para 

detectar patógenos que entram no organismo pelo intestino. Em verdade, o 

fígado contém a maior coleção de células fagocíticas do corpo e, sua estrutura, 

permite o completo acesso desses fagócitos à circulação, favorecendo a 

detecção, captura e depuração de bactérias, vírus e macromoléculas (Kubes and 

Jenne 2018). A subdivisão da veia porta em milhares de vasos sinusóides, no 

fígado, reduz consideravelmente a velocidade do fluxo sanguíneo. Nesse 

sentido, a velocidade do fluxo sanguíneo nos sinusóides hepáticos é 

aproximadamente metade da observada nos demais leitos capilares, 

maximizando a probabilidade de que um patógeno ou macromolécula seja 

detectada pelo sistema imune hepático (Oda, Yokomori and Han 2003). 

No lúmen dos sinusóides hepáticos, ancorados às células endoteliais, são 

encontrados os macrófagos residentes do fígado, denominados células de 

Kupffer. Células de Kupffer constituem até 90% da população total de 

macrófagos em humanos e representam, aproximadamente, 30% de todas as 

NPCs do fígado (Bilzer, Roggel and Gerbes 2006). As células de Kupffer são 

equipadas com um extenso repertório de receptores de reconhecimento de 

padrão, receptores para complemento e receptores Fc, através dos quais eles 

podem reconhecer e fagocitar patógenos, moléculas ou células velhas presentes 

na circulação (Robinson, Harmon and O'Farrelly 2016). Dessa forma, juntamente 

com as células endoteliais hepáticas, as células de Kupffer formam o maior 

sistema retículo endotelial do organismo, cuja principal função é capturar 

patógenos, antígenos e células velhas que precisam ser eliminadas da 

circulação (Dixon et al. 2013). O fígado é constantemente bombardeado com 

produtos bacterianos derivados da microbiota presente no intestino, bem como 

diversos produtos oriundos da dieta com potencial de desencadear uma resposta 

inflamatória. Desse modo, as células de Kupffer precisam discriminar quando 

uma resposta imune deve ser iniciada ou não e, por isso, são parte integral da 

função de imunotolerância e imunovigilância realizada pelo fígado.  

O espectro completo de células imunes que residem no fígado ainda não 

é completamente conhecido. No entanto, além das células de Kupffer, o fígado 
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possui células dendríticas e uma diversa população de células linfoides como, 

por exemplo, células NK, iNKT, linfócitos T, linfócitos B, dentre outros (Robinson 

et al. 2016, Nakagaki et al. 2018) (Ilustração 3). Essa população de células 

imunes residentes possui papel chave na manutenção da homeostase hepática. 

Além das células imunes residentes, o rápido recrutamento de neutrófilos e 

monócitos é parte integral da imunologia hepática. 

Embora o fígado seja descrito como um órgão imunologicamente 

tolerante, é evidente que, sob o devido estímulo, o fígado é capaz de gerar uma 

rápida e robusta resposta imune. Esse equilíbrio entre imunotolerância e a 

capacidade de montar uma resposta inflamatória robusta, é mediada por 

diversas interações que ocorrem entre as populações de células imunes 

residentes e as células que são recrutadas para o fígado (Kubes and Jenne 

2018). Essa equalização balanceada da resposta imune hepática é essencial 

para a homeostase do fígado. Em situações em que a resposta imune é ativada 

de modo inapropriado ou mantida de maneira crônica, ocorre o surgimento de 

patologias hepáticas. Por outro lado, a falha em montar uma resposta 

inflamatória eficiente, pode resultar no estabelecimento de infecções sistêmicas 

virais e bacterianas (Kubes and Jenne 2018). A ativação da resposta imune no 

fígado é multifatorial, mas podemos destacar a lesão hepática aguda como um 

evento comum em iniciar uma resposta imune no fígado. 
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Ilustração 3: Células hepáticas e suas funções imunes. Imagem representativa das 

células imunes do fígado. iNKT é visualizada por CXCR6-GFP+ (verde claro). 

Hepatócitos são visíveis devido sua auto fluorescência quando incididos com laser 488 

(verde escuro). Célula T CD8+ marcada com anti-CD8 (Ciano). Célula T CD4+ marcado 

com anti-CD4 (Azul). Neutrófilos marcados com anti-Ly6G (roxo). Células de Kupffer 

foram marcadas com anti-F4/80 (vermelho). Finalmente, monócitos foram identificados 

como CD11b+, F4/80- e Ly6G- (Amarelo). Adaptado de (Kubes and Jenne 2018). 

 

1.4 - Lesão hepática aguda   

 A etiologia da lesão hepática aguda (LHA) é bastante diversa e pode ser 

causada devido a infecção por patógenos (hepatites virais), podem ter origem 

hereditária (doença de Wilson), metabólica (esteatose hepática), isquêmica ou 

devido a insultos causados pela biotransformação de fármacos (Bernal et al. 

2010). Embora o fígado seja descrito como um órgão com grande capacidade 

regenerativa, uma lesão persistente pode comprometer o funcionamento 

hepático, gerar fibrose, câncer e levar à falência hepática aguda (FHA) (Kubes 

and Jenne 2018). Em verdade, o fígado é um órgão altamente suscetível a 

lesões necróticas. Seu posicionamento anatômico e função metabólica única, 

expõe o fígado à uma diversidade de toxinas, insultos provenientes da dieta, 
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álcool e vários fármacos com potencial hepatotóxico. Neste trabalho, no entanto, 

focaremos na lesão hepática induzida por medicamentos. 

 O fígado é o principal órgão responsável pela biotransformação de 

fármacos, principalmente aqueles administrados por via oral. Os subprodutos 

tóxicos produzidos pela biotransformação dessas substâncias, tornam o fígado 

um órgão muito suscetível a lesões e ao desenvolvimento de hepatite 

medicamentosa (European Association for the Study of the Liver. Electronic 

address et al. 2019). Hepatite medicamentosa ou do inglês, Drug Induced Liver 

Injury (DILI) é o segundo maior tipo de LHA grave em países desenvolvidos, 

sendo responsável por aproximadamente 15% dos casos, ficando atrás apenas 

da hepatite isquêmica (Breu et al. 2019). No entanto, DILI possui pior 

prognóstico, visto que é a causa mais comum de evolução de lesão hepática 

aguda para falência FHA, sendo responsável por 60% dos casos de FHA (Lee 

2008). Dentre os fármacos com potencial hepatotóxico, paracetamol é o 

principal agente causador de hepatite medicamentosa.  

1.5 - Paracetamol: farmacologia e toxicidade 

Paracetamol ou Acetaminofeno (APAP), é um anti-inflamatório não 

esteroidal (AINE) descoberto na Alemanha em 1877 e sintetizado pela Bayer. No 

entanto, sua comercialização só ocorreu a partir dos anos 1955, vendido como 

um antipirético e analgésico para crianças sob nome registrado de “Tylenol, Elixir 

das crianças” (Brune, Renner and Tiegs 2015). Em relação à sua 

farmacodinâmica, APAP atua de modo semelhante aos demais AINEs, ou seja, 

através da inibição da atividade das enzimas ciclooxigenases (COX). Em seu 

trabalho laureado com o prêmio Nobel, Vane demonstrou que AINEs agem 

através da inibição da ação das enzimas COX e, consequentemente, inibem a 

produção de prostaglandinas (mediadores lipídicos pró-inflamatórios derivados 

do ácido araquidônico) (Vane 1971). Prostaglandinas são associadas ao 

desenvolvimento de hiperalgesia, febre e inflamação (Vane 1971). Portanto, 

AINEs, de um modo geral, possuem ação analgésica, antipirética e 

antiinflamatória. Quimicamente, APAP é um fenol (Ilustração 4) e grupamentos 

fenóis possuem, como característica geral, uma alta facilidade em sofrer 

oxidação. Essa oxidação, inclusive, é essencial para a ação do APAP em inibir 
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a atividade de COX-1 e COX-2, uma vez que ele acaba servindo como substrato 

para a ação peroxidase dessas duas enzimas (Graham et al. 2013). 

 Quanto a sua farmacocinética, APAP é um ácido fraco (pKa = 9,7) e, por 

isso, é encontrado de forma não ionizada em pH fisiológico (Graham et al. 2013). 

Possui coeficiente de partição octanol/água de 3,2, o que indica que sua difusão 

passiva entre as células é provável. Além disso, o volume de distribuição do 

APAP é de aproximadamente 50 L, o que indica que o APAP se distribui pelo 

organismo sem ligação aparente a tecidos e proteínas plasmáticas (Graham et 

al. 2013). Essa falta de acúmulo do APAP em tecidos, juntamente com sua baixa 

ligação a proteínas plasmáticas, indica que a concentração de APAP utilizada 

em experimentos realizados in vitro possui correlação direta com suas 

concentrações in vivo. APAP possui alta biodisponibilidade quando administrado 

por via oral (aproximadamente 88%), sendo bem absorvido no intestino e 

atingindo seu pico de concentração plasmática dentro dos primeiros 90 minutos 

após a ingestão (Hodgman and Garrard 2012). Uma vez que o APAP não se liga 

amplamente a proteínas plasmáticas, possui meia vida de, aproximadamente, 

1,5 – 2,5 horas quando administrado em dose terapêutica e de 4 – 8 horas em 

caso de superdosagem (McGill and Jaeschke 2013). O aumento da meia vida do 

APAP em casos de superdosagem, no entanto, ocorre devido à redução do seu 

metabolismo e consequente redução na sua taxa de depuração (McGill and 

Jaeschke 2013). 

 A biotransformação do APAP ocorre, principalmente, no retículo 

endoplasmático liso dos hepatócitos. Em dosagem terapêutica, cerca de 50 – 

60% do APAP é convertido a glicuronídeos inativos, através da ação de enzimas 

glucoronil transferases, e cerca de 30 – 40% é conjugado a sulfatos pela ação 

das enzimas sulfotransferases (Mazaleuskaya et al. 2015). Entre 5 – 10% do 

APAP é metabolizado pela via do citocromo P-450 e menos de 5% é excretado 

diretamente na urina como conjugados de cisteína e ácido mercaptúrico 

(Mazaleuskaya et al. 2015). Embora seja seguro em doses terapêuticas (~4 g/dia 

em adultos), em casos de sobredosagem a via de sulfatação e, posteriormente, 

a via de glicuronidação se tornam saturadas e a quantidade de APAP que passa 

a ser metabolizada pela via do citocromo P-450 aumenta consideravelmente 

(Mazaleuskaya et al. 2015). De um modo geral, a biotransformação de 
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substâncias pela via do citocromo P-450 ocorre em uma reação de duas etapas, 

sendo que a primeira etapa consiste em uma reação de oxidação, gerando um 

composto intermediário tóxico. Na segunda fase, esse composto intermediário é 

rapidamente conjugado à glutationa, resultando em um composto inerte. A 

isoforma mais importante do citocromo P-450 na biotransformação do APAP é a 

CYP2E1, embora a CYP3A4 e CYP1A2 também estejam envolvidas (James, 

Mayeux and Hinson 2003). A CYP2E1 realiza a hidroxilação do APAP dando 

origem ao composto intermediário N-acetil-p-amino-benzoquinonaimina 

(NAPQI), que é altamente reativo e, por isso, tóxico (James et al. 2003). A 

segunda fase da reação envolve a conjugação do NAPQI ao grupo sulfidrila 

presentes na glutationa (Ilustração 4). No entanto, o estoque de glutationa é 

limitado e, em casos de sobredose de APAP, o estoque de glutationa é esgotado 

e o NAPQI passa a reagir com proteínas dos hepatócitos, incluindo proteínas 

mitocondriais (Yoon et al. 2016, Hodgman and Garrard 2012, Mazaleuskaya et 

al. 2015). Como consequência, ocorre a redução na produção de energia, bem 

como a perda de proteínas envolvidas no controle de íons, gerando um estresse 

oxidativo e a consequente morte dos hepatócitos por necrose oncótica (Yoon et 

al. 2016).  

 A morte de hepatócitos por necrose é um evento abrupto, em que a célula 

não tem tempo ou energia para clivar e empacotar seu conteúdo intracelular em 

vesículas, como ocorre na apoptose (James et al. 2003). Dessa forma, a 

membrana plasmática perde sua integridade e o conteúdo intracelular é exposto 

no tecido onde, agora, passa a agir como padrão molecular associado ao dano 

(DAMPs) e atua como potente indutor da inflamação aguda (Marques et al. 

2012). 
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Ilustração 4: Biotransformação do APAP. O APAP é preferencialmente 

biotransformado por sua conjugação à grupos glicuronil ou sulfatos e apenas uma 

pequena parte vai para a oxidação na via do citocromo P-450. No entanto, em casos de 

sobredose, a oxidação do APAP pelo citocromo P-450 aumenta, gerando excessos do 

composto tóxico intermediário NAPQI, que excedem a capacidade antioxidante da 

glutationa resultando em estresse oxidativo e morte dos hepatócitos por necrose 

oncótica. Adaptado de (James et al. 2003). 

 

1.6 - Inflamação aguda 

 John Hunter, um médico cirurgião escocês, em 1794, escreveu que “A 

inflamação por si não deve ser considerada uma doença, mas, sim, uma 

operação salutar que ocorre em resposta a alguma violência ou doença”. Essa 

visão sobre a resposta inflamatória foi o primeiro passo para a atual definição de 

inflamação aguda: uma resposta salutar do organismo à infecção ou dano 

tecidual, cujo propósito é restaurar a homeostase do tecido (Alessandri et al. 

2013). No entanto, embora a inflamação aguda seja um processo fisiológico, se 

ela se tornar crônica, pode levar à amplificação do dano tecidual e causar 

disfunção do órgão (Alessandri et al. 2013). Macroscopicamente, a resposta 
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inflamatória é clinicamente reconhecida pelos seus 5 sinais cardinais: calor, 

rubor, edema, dor e perda de função, sendo que os quatro primeiros já haviam 

sido descritos no século 1 por Cornelius Celsus. Microscopicamente, a 

inflamação aguda é caracterizada pelo recrutamento de leucócitos para o local 

do estímulo inflamatório, principalmente neutrófilos e, subsequentemente, 

monócitos inflamatórios (Alessandri et al. 2013).  

Nesse sentido, após a lesão hepática induzida pela sobredose de APAP, 

inicia-se uma resposta inflamatória aguda no fígado, caracterizada pelo rápido e 

expressivo recrutamento de neutrófilos para o tecido hepático. A presença de 

neutrófilos na lesão hepática induzida por sobredose de APAP foi reportada em 

1973 (Mitchell et al. 1973) e, desde então, o papel do neutrófilo no curso da lesão 

hepática ainda permanece um tema de debate. 

 

1.7 - Neutrófilo 

Neutrófilos são os leucócitos mais abundantes na circulação humana, 

correspondendo entre 40 – 60% dos leucócitos circulantes (Ley et al. 2018). 

Além de estar presente em grande número, neutrófilos são células com elevada 

capacidade móvel, e são equipados com uma diversidade de receptores de 

membrana capazes de reconhecer e responder a diversos estímulos 

inflamatórios (Tabela 1) (Futosi, Fodor and Mocsai 2013). Essas características 

fazem com que os neutrófilos sejam uma das primeiras células a serem 

recrutadas para o local do estímulo inflamatório. Por esse motivo, quando 

falamos sobre inflamação aguda, o neutrófilo é, provavelmente, a primeira célula 

que vem à nossa cabeça. Neutrófilos, juntamente com basófilos e eosinófilos, 

são agrupados e classificados como granulócitos. Granulócitos são 

diferenciados dos demais leucócitos, principalmente, com base na sua 

morfologia devido à presença de núcleo segmentado, e às suas propriedades 

características quando marcados com corantes ácido-base, visto que pode-se 

observar a presença de grânulos citoplasmáticos (Hartenstein 2006). 
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1.8 - O nascimento do neutrófilo 

 Neutrófilos são produzidos diariamente na medula óssea. É estimado que, 

em um humano saudável, sejam produzidos 1x106 neutrófilos/Kg/dia e esse 

número pode aumentar em até 10 vezes quando ocorre estímulo inflamatório 

(Kolaczkowska and Kubes 2013). Neutrófilos são originados a partir de células 

tronco hematopoiéticas, denominadas HSCs, que darão origem a um progenitor 

mieloide comum. Esse progenitor mieloide comum, por sua vez, dá origem às 

células progenitoras de granulócitos-monócitos (Alvarenga et al. 2018a). A célula 

progenitora de granulócitos-monócitos é comprometida com a formação de 

monócitos e granulócitos e, neste caso, dará origem aos mieloblastos, célula que 

passará por diversos estágios de maturação até dar origem ao neutrófilo maduro. 

A saber, os estágios de maturação são: mieloblastos, promielócitos, mielócitos, 

meta mielócitos, bastonetes e, finalmente, neutrófilos maduros (Alvarenga et al. 

2018a). É estimado que o neutrófilo demore cerca de dez dias para atingir a 

maturação completa antes de ser liberado para a circulação (Kubes 2018). Uma 

vez na circulação, na ausência de um estímulo inflamatório, é bem aceito que 

neutrófilos morram após 24 horas (Kubes 2018). Portanto, neutrófilos passam 

mais tempo na medula óssea durante seu processo de maturação do que na 

circulação sistêmica. 

 A regulação do número de neutrófilos no organismo é dependente do 

número de neutrófilos em apoptose que são fagocitados por macrófagos 

teciduais, principalmente nos sistemas retículo-endotelial (Kubes 2018). 

Aparentemente, a eferocitose desses neutrófilos induz a diminuição da produção 

da citocina IL-23, o que leva à redução na produção de IL-17 por células T (gama-

delta) culminando na menor produção de fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF) (Stark et al. 2005). O contrário também é verdade, a 

diminuição na eferocitose de neutrófilos aumenta a produção de IL-23, que 

aumenta os níveis de IL-17 e estimula a produção de G-CSF, culminando na 

maior produção de neutrófilos na medula. Uma vez maduro, os neutrófilos 

deixam a medula óssea em direção à circulação sistêmica. O egresso de 

neutrófilos da medula óssea é regulado, de maneira antagônica, pela sua 

expressão dos receptores de quimiocinas CXCR2 e CXCR4 (Eash et al. 2010). 

Dessa forma, enquanto a ativação de CXCR2 facilita o egresso de neutrófilos, a 
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ativação de CXCR4 retém ou direciona, para a medula, neutrófilos velhos (Wang 

et al. 2017). 

 

GPCRs FcRs Adesão Citocinas Imunidade Inata 

FPR1 FcγR1 L-selectina IL-4R TLR1 

FPR2 FcγRIIA (Humano) PSGL-1 IL-6R TLR2 

FPR3 FcγRIIB LFA-1 IL-12R TLR4 

LTB4R1 
FcγRIII 

(camundongo) 
Mac-1 IL-15R TLR5 

LTB4R2 FcγRIIIB (humano) VLA-4 G-CSFR TLR6 

PAFR 
FcγRIV 

(camundongo) 
 GM-CSFR TLR8 

C5aR FcαRI (humano)  IFNAR TLR9 

CXCR1 FcεRI  IFNGR Dectin-1 

CXCR2 FcεRII  IL_10R Mincle 

CXCR4   IL-1RI MDL-1 

CCR1   IL-1RII Mcl 

CCR2   IL-18R CLEC-2 

   TNFR1 NOD2 

   TNFR2 NLRP3 

   Fas RIG-1 

   RANK MDA5 

   TRAIL-R2  

   TRAIL-R3  

 

Tabela 1: Receptores essenciais para as funções dos neutrófilos. Adaptado de 

(Futosi et al. 2013).  
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1.9 - Granulopoiese em neutrófilos 

 Neutrófilos possuem 4 tipos diferentes de grânulos em seu citoplasma. 

Esses grânulos são essenciais para essas células desempenharem seu papel 

fundamental na imunidade inata. Os grânulos são um importante reservatório de 

proteases e componentes antimicrobianos, além de conterem um arsenal de 

receptores importantes no processo de migração dos neutrófilos em direção ao 

local do estímulo inflamatório (Alvarenga et al. 2018a). A mobilização 

coordenada desses grânulos é o que transforma os neutrófilos de uma célula 

circulante passiva em um potente efetor da inflamação aguda.  

 A granulopoiese ocorre de modo sequencial durante o processo de 

maturação dos neutrófilos na medula óssea. Desse modo, os grânulos recebem 

nomes de acordo com a ordem em que são formados, sendo denominados 

grânulos primários, secundários, terciários ou quaternários (Cowland and 

Borregaard 2016). A granulopoiese têm início quando mieloblastos se 

diferenciam em promielócitos (Ilustração 5). Promielócitos são caracterizados 

pela presença de núcleo arredondado e pelo surgimento dos grânulos primários 

(também denominados de grânulos azurófilos). Esses grânulos são ricos em 

mieloperoxidase (MPO), a peroxidase característica de neutrófilos e, por isso, 

esse grânulo também é denominado de grânulo positivo para peroxidase (Spicer 

and Hardin 1969). Portanto, os demais grânulos que serão formados são 

denominados grânulos negativos para peroxidase e são subdivididos em 

grânulos secundários (ou específicos) e grânulos terciários (ou gelatinase). Os 

grânulos quaternários (também denominados vesículas secretórias) são 

formados nos estágios finais da maturação do neutrófilo através de invaginações 

da membrana plasmática. Portanto, vesículas secretoras são um grande 

reservatório de receptores de membrana (Sengelov et al. 1995). 
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Ilustração 5: A granulopoiese em neutrófilos. Os grânulos dos neutrófilos surgem de 

maneira sequencial durante a sua maturação na medula óssea. A granulopoiese se 

inicia nos promielócitos (PM), quando são formados os grânulos primários. Em seguida, 

na fase de mielócitos (MC) e metamielócitos (MM), são formados os grânulos 

secundários. Os grânulos terciários se formam durante a fase de bastonetes (BC) e nos 

neutrófilos maduros (PMN). Finalmente, os grânulos quaternários se formam apenas no 

neutrófilo maduro devido à invaginações da membrana. Adaptado de (Alvarenga et al. 

2018a). 

 

A liberação dos grânulos pelos neutrófilos, ou degranulação, ocorre na 

ordem inversa em que os grânulos são produzidos. Nesse sentido, a 

degranulação ocorre a partir dos grânulos quaternários, seguido dos grânulos 

terciários, secundários e primários (Sengelov et al. 1995). Enquanto a 

heterogeneidade dos grânulos é explicada pelos estágios do desenvolvimento 

do neutrófilo em que são formados, as diferentes propensões de serem liberados 

na ordem inversa ainda não são completamente compreendidas. No entanto, 

essa ordem na degranulação é extremamente importante para a fisiologia e 

função dos neutrófilos. Em um modelo de migração in vivo, foi demonstrado que 

100% das vesículas secretoras se fundem com a membrana plasmática durante 

a diapedese, seguido por  40% dos grânulos terciários, 25% dos grânulos 
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secundários e 7% dos grânulos primários (Sengelov et al. 1995). A mobilização 

das vesículas secretórias é de extrema importância no início da diapedese, visto 

que fornece diversos receptores relevantes para esse processo. A subsequente 

mobilização dos grânulos terciários, ricos em metaloproteinases, é importante 

para romper a membrana basal. Portanto, esse programa sequencial de 

degranulação garante ao neutrófilo uma maquinaria intracelular capaz de 

aumentar seu potencial de migração, tanto no sentido de reconhecer estímulos, 

quanto de digerir tecidos para chegar ao local do estímulo inflamatório. 

1.10 - Mecanismos de recrutamento de neutrófilos  

 A resposta dos neutrófilos a um estímulo inflamatório é extremamente 

rápida. Isso ocorre, principalmente, por que os neutrófilos já possuem 

sintetizados em seus grânulos tudo o que precisam para i) perceber e chegar até 

o local do estímulo e ii) produzir e liberar potentes oxidantes e proteases dentro 

de poucos minutos após detectar o patógeno (Kubes 2018). O estímulo inicial 

responsável por engatilhar o recrutamento de neutrófilos é, em grande parte, 

desempenhado pelas células imunes residentes nos tecidos. Essas células, 

incluindo macrófagos e células dendríticas, reconhecem padrões moleculares 

associado a patógenos  (PAMPs) e DAMPs. Em resposta, liberam mediadores 

inflamatórios que estabelecem um gradiente de moléculas quimiotáticas ao 

longo do tecido (Kubes 2018). Esses mediadores serão reconhecidos pelos 

diversos receptores expressos por neutrófilos, por exemplo, receptores 

acoplados à proteína G, receptores Fc, selectinas e integrinas, receptores do tipo 

Toll, receptores de lectinas, etc. (Tabela 1) (Futosi et al. 2013).  

 A migração dos neutrófilos para a maioria dos tecidos ocorre de acordo 

com a clássica cascata de 5 etapas: captura, rolamento, adesão, rastejamento e 

transmigração. O primeiro passo, captura, envolve a formação de interações 

entre as células endoteliais e os neutrófilos. Mediadores inflamatórios ativam 

células endoteliais das vênulas pós capilares, o que leva ao aumento na sua 

expressão de P-selectinas e E-selectinas (Nourshargh and Alon 2014). 

Selectinas nas células endoteliais se ligam aos seus ligantes glicosilados 

presentes nos neutrófilos, PSGL-1. Após a captura, os neutrófilos começam a 

rolar sobre o leito vascular, na direção do fluxo sanguíneo, devido às forças de 

cisalhamento (Nourshargh and Alon 2014). Durante essa interação com células 
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endoteliais, neutrófilos interagem com quimiocinas aprisionadas (devido a 

interações eletrostáticas) no glicocálix das células endoteliais. Essas 

quimiocinas induzem sinais intracelulares heterólogos que levam a alteração 

conformacional e a subsequente ativação de β2-integrinas (LFA-1, MAC-1) 

(Zarbock et al. 2011). Essas integrinas se ligam à ICAM1 e ICAM2 presente na 

superfície das células endoteliais levando à adesão mais firme dos neutrófilos 

(Zarbock et al. 2011). O neutrófilo começa, então, a rastejar pela parede dos 

vasos, procurando ativamente o melhor local para realizar a transmigração 

(Jenne and Kubes 2013). A transmigração só é completada quando o neutrófilo 

atravessa o endotélio e a lâmina basal, processo que pode durar entre 5 e 20 

minutos (Ley et al. 2007) (Ilustração 6). 

 O recrutamento de neutrófilos para o fígado, no entanto, ocorre de 

maneira ligeiramente diferente. Isso ocorre devido à ausência de junções 

oclusivas e lâmina basal nas células endoteliais sinusoidais do fígado (LSECs). 

Além disso, os sinusóides hepáticos são fenestrados, o que facilita a 

transmigração de neutrófilos (Lalor et al. 2002). Outra particularidade, é que 

LSECs não expressam VE-caderina, CD31 e CD34 e possui baixa expressão de 

VECAM-1 (Scoazec and Feldmann 1994). Após atravessar o endotélio, os 

neutrófilos chegam ao espaço de Disse, o que fornece aos neutrófilos um fácil 

acesso ao parênquima hepático. Estudos demonstraram que o papel de 

moléculas de adesão na transmigração de neutrófilos para o fígado depende do 

estímulo. Em um modelo de endotoxemia induzida por LPS, ocorre a redução na 

expressão de CD18 em neutrófilos e, nesse caso, a transmigração ocorre de 

maneira dependente da interação entre CD44 em neutrófilos com ácido 

hialurônico nas LSECs (McDonald et al. 2008). No entanto, em um modelo de 

lesão estéril induzida por queimadura focal, não houve contribuição de CD44, 

enquanto CD18 teve papel fundamental para a transmigração de neutrófilos 

(McDonald et al. 2010) (Ilustração 6).    
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Ilustração 6: Mecanismos de recrutamento de neutrófilos para os tecidos. O 

mecanismo clássico de recrutamento de neutrófilos envolve uma intrincada sequência 

de eventos que culminam na diapedese do neutrófilo. No fígado, no entanto, a 

diapedese é um evento mais simples e rápido, em grande parte devido à fenestras e 

ausência de lâmina basal nas LSECs, bem como a presença de espaço de Disse entre 

as LSECs e os hepatócitos adjacentes. Adaptado de (Alvarenga et al. 2018a). 

 

1.11 – Neutrófilos e a resolução da inflamação   

 Nosso conhecimento sobre as funções pró-inflamatórias do neutrófilo é 

muito maior do que nosso, recém emergente, conhecimento sobre as suas 

funções pró-resolutivas. Sem dúvidas, o neutrófilo possui funções essenciais nos 

momentos iniciais da inflamação aguda, no entanto, nas últimas duas décadas, 

vem se tornando cada vez mais evidente que os neutrófilos podem, também, ter 

papel fundamental na resolução da inflamação e reparo tecidual (Jones et al. 

2016). Nesse sentido, diversos trabalhos vêm demonstrando que neutrófilos 

podem orquestrar ativamente a resolução da inflamação através da produção e 

liberação in situ de mediadores pró-resolutivos (Perretti et al. 2000, Jones et al. 



 

31 

 

2016, Bourke et al. 2003, Martin et al. 2013). Portanto, neutrófilos possuem  o 

potencial de alterar o micro ambiente inflamatório, induzindo  a resolução da 

inflamação e o consequente retorno à homeostase tecidual. Além disso, 

neutrófilos podem ajudar no processo de angiogênese após uma lesão tecidual, 

evento essencial para o retorno do tecido à homeostase. Neutrófilos possuem 

estocados em seus grânulos secundários, grandes quantidades de fatores de 

crescimento vascular (Gong and Koh 2010). Além disso, a própria produção e 

liberação, pelos neutrófilos, de quimiocinas ELR+ (típicos ligantes dos receptores 

CXCR1 e CXCR2)  podem estimular a angiogênese através da ativação de 

receptores CXCR2 em células endoteliais (Heidemann et al. 2003, Addison et al. 

2000, Benelli et al. 2002). Um trabalho recente também demonstrou que 

neutrófilos participam ativamente da resolução da inflamação através da 

liberação de microRNA-223, que está associado com a alteração no perfil de 

macrófagos de pró-infamatório para pró-resolutivo (Calvente et al. 2019). Ainda, 

neutrófilos liberam microvesículas (micropartículas) contendo anexina A1 e 

fosfatidilserina em sua membrana, que também atuam na reprogramação de 

macrófagos (Jones et al. 2016). 

A inflamação aguda é um processo espaço-temporal e, desse modo, o 

papel do neutrófilo no curso da inflamação pode ser governado pela sua 

localização, bem como pelo momento em que a resposta inflamatória se 

encontra. Atualmente já é bem descrito e aceito que os neutrófilos, mesmo após 

sua ativação, possuem perfil transcricional ativo sendo capazes de alterar sua 

expressão gênica durante respostas inflamatórias (Ericson et al. 2014). Nesse 

sentido, neutrófilos poderiam alterar seu perfil de pró-inflamatória para uma um 

caráter mais pró-resolutivo e apresentar, também, um importante papel na 

resolução da inflamação aguda hepática induzida por APAP. Em um trabalho 

recente do nosso grupo, demonstramos que a presença de neutrófilos no tecido 

hepático é fundamental para permitir o rápido reparo do fígado após lesão estéril 

(Alvarenga et al. 2018b). 

  

 

  



 

32 

 

2. Justificativa 

Hepatite medicamentosa é uma condição séria que pode levar à falência 

hepática aguda (David and Hamilton 2010). Atualmente, estima-se que 50% dos 

casos de falência hepática aguda na Europa e Estados Unidos seja devido a 

superdosagens de paracetamol (Lee 2013). Esse elevado número de casos 

pode ser atribuído à alta disponibilidade de paracetamol, bem como ao seu fácil 

acesso, uma vez que é vendido sem a necessidade de prescrição médica. 

Atualmente, a única opção terapêutica em casos de superdosagens é restrita à 

administração de N-acetil-cisteína até 12 horas após a intoxicação com APAP e, 

em casos graves, a única opção efetiva é o transplante de fígado. No entanto, 

estima-se que 1/3 dos pacientes morrem durante a espera e, ainda que um 

transplante de emergência seja realizado, apenas 20% dos pacientes 

sobrevivem mais que 1 ano após o procedimento (Schmidt and Larsen 2007). 

Uma característica da lesão hepática aguda induzida pela sobredose de 

APAP é o intenso recrutamento de neutrófilos para o local da lesão. Embora os 

neutrófilos sejam classicamente vistos como simples células efetoras da 

inflamação aguda, cuja principal função é chegar rapidamente ao local do 

estímulo inflamatório e produzir poderosos oxidantes em uma tentativa 

desesperada de matar patógenos, novos trabalhos vêm demonstrando que 

neutrófilos podem possuir importante papel na resolução da inflamação. O 

presente trabalho visa expandir nosso atual conhecimento sobre como 

neutrófilos podem participar ativamente da resolução da inflamação e do 

consequente reparo tecidual após a lesão hepática aguda induzida pela 

sobredose de APAP. Esse ainda é um tema que gera grandes debates e, ampliar 

nosso conhecimento nessa área, é fundamental para o desenvolvimento de 

novas abordagens terapêuticas que visam induzir ativamente a resolução da 

inflamação ao invés da simples administração indiscriminada de fármacos anti-

inflamatórios. 
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3. Objetivos 

3.1 – Objetivo geral 

Avaliar a dinâmica e alterações transcricionais em neutrófilos no fígado, 

medula óssea e sangue durante as fases de lesão e reparo do tecido hepático 

após insulto por APAP, bem como o comportamento desses leucócitos no local 

da lesão, correlacionando esses achados com o potencial papel dos neutrófilos 

na resolução da inflamação. 

3.2 – Objetivos específicos 

3.2.1 - Induzir o recrutamento de neutrófilos para o fígado utilizando 

paracetamol 600 mg/Kg. 

3.2.2 - Realizar a purificação de células Ly6G positivas do fígado 6, 12, 

24, 48 e 72 horas após a administração de paracetamol. 

3.2.3 - Avaliar a expressão de genes pró-inflamatórios e pró-resolutivos 

por RT-PCR, em neutrófilos extraídos da medula óssea, sangue e fígado. 

3.2.4 - Avaliar se neutrófilos em compartimentos remotos: medula óssea 

e circulação sistêmica, percebem e respondem à lesão hepática. 

3.2.5 - Avaliar o comportamento dos neutrófilos nas zonas de necrose 

durante todo o curso da lesão hepática. 

3.2.6 – Avaliar o efeito da transferência adotiva de neutrófilos com perfil 

resolutivo para animais no início da lesão hepática.  
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4. Material e Métodos 

4.1 – Animais 

 Foram utilizados camundongos C57BL/6 fêmeas com idade variando 

entre 8 a 10 semanas, provenientes do centro de bioterismo do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal De Minas Gerais (CEBIO-UFMG). 

Durante o período de experimentação, os animais ficaram alojados em micro 

isoladores de polipropileno Alesco® no biotério do Centro de Biologia 

Gastrointestinal, localizado no departamento de morfologia do Instituto de 

Ciências Biológicas – UFMG. Os animais tiveram livre acesso à água e ração, a 

temperatura foi mantida em 23ºC, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os 

procedimentos foram avaliados e realizados de acordo com as normas do 

Comitê de Ética no Uso de Animais da UFMG (CEUA – UFMG) sob o protocolo 

de nº 331/2015. 

4.2 – Modelo de lesão hepática aguda  

 A lesão hepática foi induzida pela sobredose de paracetamol (APAP) foi 

realizada conforme descrito previamente pelo nosso grupo de pesquisa (Araujo 

et al. 2018). Para tanto, os animais foram deixados em jejum por um período de 

12 – 15 horas e foram gavados, por via oral, com 600mg/kg de Acetaminofeno 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em salina 0,9% estéril e aquecida. Animais 

controle receberam volume equivalente do veículo por via oral. 

4.3 – Ensaio de atividade da Alanina Aminotransferase (ALT) 

A confirmação da lesão hepática foi determinada, de forma indireta, pelo 

aumento nos níveis séricos da enzima Alanina Aminotransferase. Para tanto, foi 

realizado um teste cinético (Bioclin). Resumidamente, amostras de sangue foram 

coletadas e centrifugadas a 1,500 x g por 10 minutos para a coleta do soro. O 

ensaio enzimático foi realizado em microplaca de 96 poços, onde 3 diluições das 

amostras de soro foram adicionadas (1:10, 1:20 e 1:30), junto com o substrato 

(Tampão Hepes pH 7,8. LDH, L-alanina, NaCl e azida sódica) e coenzimas 

(alfacetoglutarato, NADH e azida sódica) ambos fornecidos pelo fabricante. A 

placa contendo as amostras foi mantida à 37ºC por 50 segundos e, então, foi lida 

em espectrofotômetro (340nm) à 37ºC em intervalos de 1 minuto durante 4 

minutos. 
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4.4 – Análise histológica 

 O fígado foi colhido e fixado em uma solução de formaldeído 4% (em PBS, 

pH 7,4) (Sigma-Aldrich), desidratado em álcool e embebido em parafina. Foram 

feitas secções de 4 µm de espessura com auxílio de um micrótomo e foram 

colocadas em lâminas histológicas. Os cortes foram corados com Hematoxilina 

e Eosina. Imagens das lâminas foram adquiridas utilizando um microscópio 

Nikon Ti (Nikon, Shinagawa, Tokyo, Japan) através de uma objetiva de 40X. 

4.5 – Isolamento de células não parenquimais (NPCs) 

 Camundongos foram desafiados com 600mg/kg de APAP e 6, 12, 24, 48 

e 72 horas após o desafio, o fígado foi coletado e macerado em pequenos 

pedaços e, então, digerido em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 

colagenase VIII 1mg/mL (Sigma-Aldrich, C2139) por 1 hora a 37ºC. Após a 

incubação, essa solução foi filtrada em cell strainer 70µm para a remoção de 

tecido não digerido. O filtrado foi transferido para um tubo de 50mL e 

centrifugado diferencialmente: i) 300 x g por 5 minutos a 4ºC; ii) 60 x g por 3 

minutos a 4ºC e iv) 300 x g por 5 minutos a 4ºC. O pellet final foi utilizado para 

posterior análises. 

4.6 – Análise diferencial dos leucócitos hepáticos 

 Logo após o isolamento das NPCs, foi adicionado ao pellet 100µL de PBS 

suplementado com 3% de BSA. Essa suspensão de células foi homogeneizada 

e, uma alíquota, foi diluída 10x em uma solução de lise para hemácias (Solução 

de Turk - IMBRALAB). Essa solução contendo as células foi colocada em câmara 

de Neubauer e, então, foi realizada a determinação do total de leucócitos 

utilizando-se um microscópio óptico (Motic BA310) com aumento de 400X. 

 A partir dessa contagem, 5 X 104 células foram diluídas em 100 µL de 

PBS-BSA 3% para a confecção de lâminas em citocentrífuga (INBRAS, ALB 

12cc) – centrifugação por 10 minutos a 450 rpm em temperatura ambiente. As 

Lâminas foram coradas com um Kit de panótico rápido seguindo o protocolo do 

fabricante (Renylab). A determinação diferencial da população de células foi 

realizada em microscópio óptico de campo claro com aumento de 1.000X em 

óleo de imersão. Foram contadas 400 células por lâmina, em campos aleatórios, 
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e as células foram diferenciadas entre Neutrófilos, células mononucleares e 

linfócitos. As características utilizadas para a diferenciação das células foram 

morfologia nuclear e coloração nuclear e citoplasmática. 

4.7 – Citometria de fluxo 

Após o isolamento das NPCs, 5 x 105 células de cada amostra foram 

marcadas com anti-Ly6G conjugado à FITC (2µg/mL eBioscience, San Diego, 

CA, USA clone 1A8), Anexina V conjugada à APC (2µg/mL, Immuno tools) e 

iodeto de propídio (0,5 mg/mL, Life Technologies) em tampão fosfato 

suplementado com Hepes (10mM), NaCl (150mM) e CaCl2 (2,5mM) pH=7,4 por 

30 minutos. A citometria de fluxo foi realizada em um citômetro AccuriTM C6 

(Becton-Dickson, Franklin Lakes, NJ, USA) e os dados foram analisados com o 

auxílio do software FlowJo 10 (FlowJo, LLC, Ashland, OR, USA). 

 

4.8 – Purificação de neutrófilos por microbeads magnéticas 

 Após o isolamento das NPCs, as células não parenquimais foram 

marcadas com anticorpo anti-Ly6G conjugado à PE (4µg, eBioscience, San 

Diego, CA, USA clone 1A8) por 30 minutos. Após a marcação, as células foram 

centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 4ºC e marcadas com 20µL de 

Microbeads anti-PE (BD IMag™, BD Bioscience) para cada 107 células, por 30 

minutos a 4ºC em tampão fosfato suplementado com 2mM de EDTA e 0,5% de 

BSA (PBS/BSA)., como determinado pelo protocolo do fabricante. As células 

foram lavadas com 2 mL de PBS/BSA e centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 

4ºC, o sobrenadante foi descartado e mais 3 mL de PBS/BSA foi adicionado ao 

pellet. Essa solução foi transferida para uma coluna e colocada sob efeito de 

campo magnético iMagTM (BD Biosciences). Após 15 minutos, as células foram 

lavadas como descrito anteriormente e a pureza de neutrófilos foi verificada por 

citometria de fluxo. 
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4.9 – Extração de mRNA e PCR em tempo real 

A extração de RNA total dos neutrófilos foi realizada com o Kit ReliaPrepTM 

RNA Tissue Miniprep System (Promega). Às amostras, foi adicionado 500 µL de 

tampão de lise, fornecido pelo fabricante e, posteriormente, as amostras foram 

passadas em homogeneizador de tecidos seguido por centrifugação a 14.000 x 

g por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi 

adicionado 170µL de isopropanol. A amostra foi, então, transferida para uma mini 

coluna contendo um filtro de sílica acoplado à um tubo coletor, fornecido pelo 

fabricante, e centrifugado a 14.000 x g por 30 segundos. Um mix de DNase I 

(fornecido pelo fabricante) foi adicionada à amostra por 15 minutos e, após 3 

lavagens com solução de lavagem fornecida pelo kit, o RNA total foi eluido em 

água livre de nuclease. A quantidade de RNA total foi quantificada em NanoDrop 

Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 60 ng de RNA foram 

utilizados para a transcrição reversa utilizando o KIT iScriptTM cDNA Synthesis. 

O cDNA resultante foi amplificado por PCR utilizando-se kit iTaqTM Universal 

SYBR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) em um termociclador Rotor-Gene Q 

(Qiagen, Hilden Germany). Os primers utilizados nesse trabalho estão 

detalhados na Tabela 2. 

4.10 – Microscopia confocal intravital (IVM) 

A microscopia confocal intravital foi realizada como descrito previamente 

(Marques et al. 2015). Resumidamente, os camundongos receberam, por via 

intravenosa, uma mistura de anticorpos e sondas fluorescentes contendo anti-

Ly6G conjugado com ficoeritrina (PE) (200 µg/Kg, eBioscience, San Diego, CA, 

USA clone 1A8), albumina conjugada com isotiocianato de fluoresceína (12 

mg/Kg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e Sytox Green (250 nmol/Kg, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Anticorpos e sondas fluorescentes foram diluídos 

em um volume total de 0,1mL para a administração. Após 30 minutos, os animais 

foram anestesiados com solução de Cetamina e Xilazina (Syntec, São Paulo, 

Brasil, 60 mg/kg e 15 mg/kg, respectivamente) e laparatomizados na linha média 

para expor o fígado. As imagens foram adquiridas em um microscópio confocal 

Nikon Eclipse Ti A1R equipado com detector espectral e estágio motorizado XYZ 

(Nikon, Shinagawa, Tokyo, Japan). 
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Gene  Foward Reverse 

18s 

Actb 

 

5’ - CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG - 3’  

5’ – GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG – 3’ 

 
5’ - CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC - 3’  

5’ – GCC GGA CTC ATC GTA CTC C – 3’ 

Gapdh 5’ – AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG – 3’ 5’ – TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA – 3’ 

Fpr1 5’ – CAT TTG GTT GGT TCA TGT GCA A – 3’ 5’ – AAT ACA GCG GTC CAG TGC AAT – 3’ 

Alox5 5’ – ACT ACA TCT ACC TCA GCC TCA TT – 3’ 5’ – GGT GAC ATC GTA GGA GTC CAC – 3’ 

Cxcl1 5’ – CTG GGA TTC ACC TCA AGA ACA TC - 3’ 5’ – CAG GGT CAA GGC AAG CCTC – 3’ 

Ltb4r 5’ – ATG GCT GCA AAC ACT ACA TCT C – 3’ 5’ – GAC CGT GCG TTT CTG CAT C – 3’ 

Fpr2 5’ – GAG CCT GGC TAG GAA GGT – 3’ 5’ – TGC TGA AAC CAA TAA GGA ACC TG – 3’ 

Anxa1 5’ – ATG TAT CCT CGG ATG TTG CTG C – 3’ 5’ – TGA GCA TTG GTC CTC TTG GTA – 3’ 

Tgfb 5’ – CTC CCG TGG CTT CTA GTG C – 3’ 5’ – GCC TTA GTT TGG ACA GGA TCT G - 3’ 

Il1r2 5’ – GTT TCT GCT TTC ACC ACT CCA – 3’ 5’ – GAG TCC AAT TTA CTC CAG GTC AG – 3’ 

Il1rn 5’ – GCT CAT TGC TGG GTA CTT ACA A – 3’ 5’ – CCA GAC TTG GCA CAA GAC AGG – 3’ 

 

Tabela 2: Lista de primers utilizados nesse trabalho. A sequência dos primers 

utilizados nesse trabalho foram selecionadas através do banco de validação de 

primers de Harvard, PrimerBank. (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). 

4.11 – Depleção de células de Kupffer 

 Células de Kupffer foram depletadas como descrito previamente pelo 

nosso grupo de pesquisa (David et al. 2016). Resumidamente, camundongos 

receberam uma única administração, por via intravenosa, de solução contendo 

lipossomos de clodronato (50 mg/Kg, CLL; clodronatelipossomes.com) 24 horas 

antes do desafio com APAP. Análises experimentais foram realizadas 24 horas 

após o desafio com APAP, totalizando 48 horas de tratamento com CLL. 
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4.12 – Análise de imagens e tracking de neutrófilos 

 A morfologia dos neutrófilos bem como o tracking, foram realizados de 

forma semiautomática utilizando o algoritmo do software NIS Elements AR 5.1 

(Nikon). Filmes foram gerados tirando uma foto a cada 30 segundos. Trackings 

que duraram menos de três quadros foram excluídos da análise. A análise 

morfológica inclui: i) área do neutrófilo; ii) perímetro; iii) circularidade e iv) 

EqDiâmetro (diâmetro equivalente). Essa análise foi realizada digitalmente 

utilizando algoritmo do software NIS Elements (Nikon). 

4.13 – Transferência adotiva de neutrófilos 

 Os camundongos foram desafiados com APAP e, 6 horas após, foram 

administrados por via intravenosa com 5 × 104 neutrófilos purificados do fígado 

de camundongos saudáveis ou purificados do fígado de camundongos na fase 

resolutiva da lesão hepática (72 horas após o desafio com APAP). Neutrófilos 

purificados do fígado de animais saudáveis foram denominados “N0”, enquanto 

os neutrófilos purificados do fígado de animais na fase resolutiva da lesão 

hepática foram denominados “RN”. 

4.14 – Ensaio de depuração do verde de indocianina (ICG)  

 Para avaliar se a lesão hepática aguda gera uma disfunção hepática, nós 

medimos a taxa de depuração do ICG (Sigma-Aldrich) como descrito 

previamente (Alvarenga et al. 2018b). Resumidamente, ICG foi administrado por 

via intravenosa na dose de 20 mg/Kg e, após 20 minutos, amostras de sangue 

foram colhidas, centrifugadas a 1,500 x g durante 10 minutos e o soro foi utilizado 

para quantificar o nível de ICG sistêmico. Para tanto, amostras se soro foram 

colocadas em placas de 96 poços e lidos em espectrofotômetro (VERSAmax, 

Molecular Devices, San Jose, CA, USA) com comprimento de onda de 800 nm. 

4.15 – Dosagem de citocinas e quimiocinas 

Os níveis de citocinas e quimiocinas foram quantificados por ELISA. Para 

tanto, microplacas de 96 poços (Nunc Maxi Sorb) foram cobertas com anticorpo 

de captura, na diluição recomendada pelo fabricante, em tampão carbonato 

(Na2CO3 15mM, NaHCO3 35 mM, NzN3 3.1 mM; pH 9,5) e incubados overnight. 
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Após a incubação, a placa foi lavada utilizando-se PBS suplementado com 

0,05% de Tween20, então, foi feito o bloqueio das reações inespecíficas 

utilizando soluções de bloqueio recomendadas pelo fabricante (PBS-BSA 1%) 

por 1 hora. Posteriormente ao bloqueio, 100 μL das amostras ou de solução 

contendo concentrações seriadas das amostras avaliadas foram pipetados em 

duplicata e incubados por mais 2 horas à temperatura ambiente. Após esse 

período, a placa foi lavada para retirar o excesso das amostras, e foram 

adicionados os respectivos anticorpos de detecção, nas concentrações 

recomendadas, por mais 1 hora à temperatura ambiente. Em seguida, as placas 

foram lavadas novamente com PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solução 

de estreptavidina por 30 minutos. As placas foram novamente lavadas com 

PBS/Tween20 0,05% e incubadas com solução reveladora (OPD) da atividade 

da peroxidase por mais 30 minutos. A reação foi, então, bloqueada com a adição 

de 50 μL de solução de bloqueio H2SO4 2N e a leitura da absorbância 

determinada logo em seguida em 492 nm em espectrofotômetro (VERSAmax, 

Molecular Devices, San Jose, CA, USA). As concentrações das amostras foram 

expressas em pg/mL de sobrenadante a partir da análise da curva padrão 

através do software SOFTmax PRO 6.3 (Molecular Devices Corp.). 

4.16 – Análise estatística 

A análise estatística dos dados, bem como a elaboração dos gráficos, foi 

realizada com o auxílio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, 

Inc.). Os valores foram expressos como a média ± EPM (erro padrão 

da média) e dois grupos foram considerados significativamente diferentes 

quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05. O teste estatístico utilizado neste 

estudo foi Test T de Student. 
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5. Resultados 

5.1 – A necrose hepática causa a substituição das células mononucleares 

residentes por infiltrado neutrofílico 

 Nosso primeiro passo foi validar o modelo de lesão hepática induzida por 

sobredose de APAP em nossas mãos. Para tanto, desafiamos camundongos 

com APAP (600 mg/Kg, via oral), um modelo já bem descrito na literatura de 

necrose hepática (Marques et al. 2012, Ramachandran and Jaeschke 2017, 

Hinson, Roberts and James 2010). Camundongos desafiados com APAP 

apresentaram lesão hepática de modo tempo-dependente, já detectável nas 

primeiras 6 horas após o desafio, como avaliado pelo aumento nos níveis séricos 

de ALT (Figura 1A). Ainda, análise histológica evidenciou o surgimento de 

necrose centrolobular (Figura 1B). Tanto a variação nos níveis séricos de ALT 

quanto os achados histológicos, evidenciam que a lesão hepática induzida pela 

sobredose de APAP ocorre de modo progressivo, atingindo o pico com 24 horas 

e, após esse momento, a lesão começa a regredir até que o tecido se recupere 

por completo com 72 horas.  

A dose de 600 mg/Kg de APAP induziu uma taxa de mortalidade de 28% 

durante as primeiras 24 horas (Figura 1C) e, os animais que sobreviveram às 

primeiras 24 horas, permaneceram vivos até o final do protocolo experimental de 

mortalidade (7 dias). A análise da população de NPCs hepáticas, no período de 

12 – 24 horas após a administração de APAP, confirmou um quadro inflamatório 

significativo no tecido hepático, como demonstrado pelo aumento no número 

total de leucócitos (~60%) que constituem as NPCs do fígado (Figura 1D). Nos 

animais do grupo controle, células mononucleares (macrófagos e monócitos) 

compreendem a maioria das células imunes hepáticas (~67%) (Figura 1E), 

enquanto linfócitos representam, aproximadamente, 30% das células imunes 

(Figura 1F). Ainda em animais saudáveis, neutrófilos correspondem a 

aproximadamente 3% das células imunes hepáticas (Figura 1G). No entanto, 

camundongos desafiados com APAP apresentaram um aumento robusto e 

tempo-dependente no número de neutrófilos no fígado (Figura 1G), com uma 

redução simultânea de 33% no número de células mononucleares (Figura 1E). 

Desse modo, durante o período entre 6 – 48 horas após o desafio com APAP, o 

ambiente imune hepático se alterou, passando de um ambiente 
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predominantemente mononuclear para granulocítico, como evidenciado pela 

elevada taxa polimorfonuclear/mononuclear (Figuras 1H e 1I). Após 72 horas da 

administração de APAP, o número de células não parenquimais retornou ao nível 

basal e, embora tenhamos observado uma drástica redução no infiltrado 

neutrofílico, ainda pudemos observar uma pequena, mas significativa, retenção 

dessas células no fígado (Figura 1G). Além disso, 72 horas após o desafio com 

APAP, observamos redução no número de linfócitos (Figura 1F), o que pode 

explicar, a despeito de ainda ter infiltrado de neutrófilos, a significativa redução 

no número de NPCs 72 horas após a administração de APAP (Figura 1D). Em 

conjunto, esses resultados demonstram que, apesar dos níveis séricos de ALT 

e achados histopatológicos retornarem ao nível basal 72 horas após o desafio 

com APAP, a recuperação completa do sistema imune hepático, aparentemente, 

demanda períodos maiores. 

 Para visualizar alterações hepáticas em um contexto fisiológico, nós 

submetemos os animais à microscopia intravital. Para tanto, os camundongos 

receberam uma injeção de solução salina 0,9% contendo albumina conjugada 

com fluoresceína, o que permite a visualização precisa do fluxo sanguíneo. Além 

disso, marcamos neutrófilos in vivo utilizando anticorpos anti-Ly6G conjugados 

a BV421 (200 µg/Kg, eBioscience, San Diego, CA, USA clone 1A8). Em 

condições fisiológicas, o fígado se apresentou amplamente perfundido e com 

uma pequena população de neutrófilos patrulhando o leito vascular (Figura 1J). 

Entretanto, 6 horas após o desafio com APAP, observamos grandes áreas sem 

perfusão e vários neutrófilos já acumulados no tecido hepático. Com o passar do 

tempo, observamos múltiplos pontos de acumulação de albumina no fígado, o 

que nos sugere se tratar de uma zona necrótica (Figura 1J). Da mesma forma 

que a análise diferencial das NPCs, o acúmulo de neutrófilos no tecido atingiu o 

pico com 24 horas (Figura 1K) e, apesar da redução significativa com 48 horas, 

ainda observamos grandes áreas de necrose como evidenciado pelo acúmulo 

de albumina (Figura 1J). 72 horas após o desafio com APAP, a perfusão 

hepática retornou ao seu nível basal (Figura 1J), o qual foi acompanhado pela 

diminuição no número de neutrófilos por campo (Figura 1K).  

 Em conjunto, esses dados nos sugerem que, durante a necrose hepática, 

profundas alterações ocorrem no fígado, incluindo a redução das células 
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mononucleares residentes que são rapidamente substituídas por um intenso 

recrutamento de neutrófilos para o tecido. Em animais que não morreram durante 

as primeiras 24 horas, a lesão hepática induzida pela sobredose de APAP foi 

auto resolutiva. A resolução da inflamação e o reparo tecidual, no entanto, 

ocorrem com a manutenção de neutrófilos no local, sugerindo que neutrófilos 

podem estar desempenhando alguma função, também, na resolução da 

inflamação e reparo do tecido hepático. 
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Figura 1: Lesão hepática induzida por APAP leva à substituição das células 

mononucleares por infiltrado neutrofílico. (A) ALT sérico. (B) Histologia do fígado 
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evidenciando inflamação perivascular (setas pretas), coloração por H&E; barra = 100 

µm. As imagens foram obtidas utilizando objetiva de 20X. (C) Curva de sobrevivência 

após o desafio com APAP (600 mg/Kg, n=30). (D) Contagem total de NPCs. Contagem 

diferencial de (E) células mononucleares, (F) linfócitos e (G) neutrófilos. (H) proporção 

de neutrófilos/células mononucleares. (I) representação esquemática da dinâmica de 

neutrófilos e células mononucleares no fígado em função do tempo. (J) IVM 

evidenciando o acúmulo de neutrófilos (em azul, anti Ly6G conjugado com BV421, clone 

1A8, 200 µg/Kg, i.v.) e fluxo sanguíneo hepático (verde, albumina conjugada com 

fluoresceína tiocianato, 12 mg/Kg). Objetiva de 20X; barra = 50 µm. (K) quantificação 

do número de neutrófilos no tecido hepático por IVM (média de 10 campos por animal, 

n≥4). Resultados apresentados como média ± SEM. *p < 0,05 comparado com controle. 
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5.2 – O egresso de células Ly6G+ da medula óssea suporta o tráfego de 

neutrófilos através do sangue até a sua infiltração no fígado durante as 

fases iniciais da necrose hepática 

 Enquanto neutrófilos constituem os leucócitos circulantes mais frequentes 

em humanos (~50%), camundongos possuem significativamente menos 

neutrófilos circulantes (~10%) (O'Connell et al. 2015). Portanto, enquanto é 

esperado que o pool de neutrófilos circulantes, em humanos, seja capaz de 

suportar o seu rápido recrutamento para o local do estímulo inflamatório, em 

camundongos, fontes alternativas de neutrófilos podem ser necessárias. 

Baseado nessa premissa, resolvemos investigar a dinâmica de neutrófilos em 

diferentes compartimentos do organismo (medula óssea, sangue e fígado) 

durante o curso da necrose hepática utilizando citometria de fluxo (Figura 2A). 

A análise por citometria de fluxo de células Ly6G+ revelou que, enquanto o 

número de neutrófilos aumenta no sangue (Figura 2C) e fígado (Figura 2D) 

durante as primeiras 6 horas após o desafio com APAP, nenhuma alteração foi 

observada na medula óssea (Figura 2B). No entanto, 12 - 24 horas após a 

administração de APAP, observamos uma diminuição significativa no número de 

neutrófilos na medula óssea (Figura 2B), ao mesmo tempo em que houve um 

pico significativo de neutrófilos na circulação periférica (Figura 2C) e no fígado 

(Figura 2D). Nos momentos mais tardios da lesão hepática (72 horas), a 

frequência de neutrófilos na medula óssea retornou para os níveis basais, o 

mesmo sendo observado nos demais compartimentos analisados.  

 Em conjunto, esses dados nos sugerem que diferentes fontes de 

neutrófilos podem existir durante a resposta imune à lesão hepática, sendo (i) 

uma primeira onda composta principalmente de neutrófilos circulantes e (ii) uma 

segunda onda compreendendo neutrófilos egressos da medula óssea. 
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Figura 2: O egresso de células Ly6G+ da medula óssea, suporta o tráfego de 

neutrófilos através do sangue até a sua infiltração final no fígado durante as fases 

iniciais da necrose hepática. (A) representação esquemática do delineamento 

experimental e estratégia de gate. Citometria de fluxo para a avaliação da frequência de 

neutrófilos na (B) medula óssea, (C) sangue periférico e (D) fígado. (E) Dinâmica de 

neutrófilos em função de tempo na medula óssea, sangue e fígado. Resultados 

apresentados como média ± SEM. *p < 0,05 comparado com controle. 
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5.3 – A lesão hepática aguda induz alterações no perfil de expressão gênica 

em neutrófilos no fígado e em compartimentos remotos 

 A fim de mapear possíveis alterações no perfil imune dos neutrófilos em 

compartimentos remotos ao longo do curso da lesão hepática, purificamos 

neutrófilos Ly6G+ da medula óssea, sangue e fígado para posterior análise de 

expressão gênica (Figura 3A). Nós avaliamos genes cuja expressão podem 

potencializar vias pró-inflamatórias ou pró-resolutivas. Com essa abordagem, 

observamos que neutrófilos, ainda na medula óssea de animais que foram 

desafiados com APAP, apresentaram aumento significativo nos níveis de mRNA 

codificados por genes relacionados com vias pró-inflamatórias, incluindo Cxcl1, 

Fpr1 e Ltb4r1 (Figura 3B). A expressão do gene Cxcr2, no entanto, permaneceu 

inalterada, enquanto o gene Alox5, que codifica a enzima 5-Lipoxigenase, teve 

sua expressão diminuída de forma significativa durante todos os tempos 

avaliados (Figura 3B). Embora os genes Tgfb e Fpr2 (um receptor de lipoxina 

A4 e anexina A1 que pode ter importância na resolução da resposta inflamatória) 

tiveram sua expressão aumentada durante todos os tempos, os demais genes 

pró-resolutivos avaliados, incluindo Il1r2, Il1ra, Anxa1 e Alox15 estavam 

regulados negativamente em neutrófilos da medula óssea (Figura 3B).  

 Em neutrófilos circulantes, no entanto, observamos um perfil de 

expressão gênica diferente do observado em neutrófilos na medula. A expressão 

dos genes Fpr1 e Ltb4r1, em neutrófilos circulantes, apresentaram um padrão 

bifásico durante o curso da intoxicação por APAP, apresentando aumento entre 

12 – 24 horas e retornando aos níveis basais com 48 horas (Figura 3C). Em 

contrapartida, os genes Cxcl1, Cxcr2 e Alox5 se mantiveram suprimidos durante 

todo o curso da lesão hepática (Figura 3C). Ainda em neutrófilos circulantes, os 

genes relacionados com a resolução da inflamação Fpr2, Il1r2 e Alox15 

apresentaram pico de expressão entre 12 - 24 horas após a administração de 

APAP (Figura 3C). Os genes Il1ra, Anxa1 e Tgfb, no entanto, permaneceram 

suprimidos ou com expressão inalterada durante todos os tempos analisados 

(Figura 3C). 

 Em conjunto, esses dados nos mostram que neutrófilos em 

compartimentos remotos são, sim, capazes de perceber a lesão hepática. Ainda, 

neutrófilos respondem a esse estímulo alterando o seu perfil transcricional de 
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modo a se adaptar ao momento atual do curso da lesão. Nesse sentido, por 

exemplo, todos os genes pró-inflamatórios analisados em neutrófilos circulantes, 

foram suprimidos a partir de 48 horas após o desafio com APAP. 
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Figura 3: Avaliação da expressão gênica de neutrófilos extraídos da medula óssea 

e sangue periférico. (A) Representação esquemática do delineamento experimental. 

(B) Avaliação da expressão gênica de neutrófilos purificados da medula óssea ou (C) 

purificados do sangue periférico. Os dados estão representados como a média da 

expressão dos genes alvo em relação ao grupo controle (ΔΔCT). Os dados foram 
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normalizados pela média geométrica dos CTs dos genes constitutivos Actb e 18s. 

Resultados apresentados como média ± SEM. *p < 0,05 comparado com controle. 

 

Em um claro contraste às alterações observadas nos neutrófilos extraídos 

da medula óssea e sangue, neutrófilos extraídos do fígado apresentaram um 

perfil de expressão gênica mais consistente durante o curso da lesão hepática. 

Enquanto os genes Cxcl1 e Fpr1 claramente permaneceram com expressão 

elevada até 48 horas após a administração de APAP (Figuras 4B e 4C), a 

expressão do gene Cxcr2 permaneceu suprimida durante todo o curso da lesão 

(Figura 4D). Além disso, a expressão dos genes Alox5 e Ltb4r1, apresentaram 

pico de expressão com 24h e 12h, respectivamente, retornando aos níveis 

basais 48 horas após o desafio com APAP (Figuras 4E e 4F). De modo 

consistente com a redução na expressão dos genes pro-inflamatórios, 

observamos que a expressão dos genes Il1r2 (Figura 4H), Il1ra (Figura 4I) e 

Tgfb (Figura 4L), relacionados com a resolução da inflamação, se mantiveram 

elevados até 48 horas após a administração de APAP. A expressão dos genes 

Fpr2 e Anxa1 apresentaram um padrão bifásico, atingindo o pico de expressão 

entre 12 e 24 horas após a lesão e retornando aos níveis basais 48 horas após 

a administração de APAP (Figuras 4G e 4J). A expressão do gene Alox15, no 

entanto, permaneceu baixa durante todos os tempos avaliados (Figura 4K). 

Análise posterior da produção das proteínas CXCL1 (Figura 4M) e TGF-β 

(Figura 4N) por ELISA, utilizando amostras de fígado total, corroborou que os 

níveis de citocinas no tecido hepático apresentam dinâmica semelhante ao 

observado na expressão desses genes em neutrófilos. 

 Esses dados nos revelam que a resposta inflamatória no tecido hepático 

gera uma perturbação no perfil de expressão gênica de neutrófilos em 

compartimentos remotos e na circulação sanguínea. Além disso, uma vez no 

fígado, os neutrófilos parecem ser “educados” para um perfil pró-resolutivo em 

momentos tardios da inflamação, o que foi associado com a diminuição da 

expressão de genes pró-inflamatórios e aumento na expressão de genes pró-

resolutivos. 
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Figura 4: Avaliação da expressão gênica de neutrófilos extraídos do fígado ao 

longo da lesão hepática induzida por APAP. (A) Representação esquemática do 

delineamento experimental. PCR em tempo real dos genes (B) Cxcl1, (C) Fpr1, (D) 

Cxcr2, (E) Alox5, (F) Ltb4r1, (G) Fpr2, (H) Il1r2, (I) Il1ra, (J) Anxa1, (K) Alox15 e (L) 

Tgfb. Os dados estão representados como a média da expressão dos genes alvo em 

relação ao grupo controle (ΔΔCT). Os dados foram normalizados pela média geométrica 

dos CTs dos genes constitutivos Actb e 18s. Níveis das proteínas (M) CXCL1 e (N) Tgf-

β quantificadas por ELISA em 100 mg de fígado. Resultados apresentados como média 

± SEM. *p < 0,05 comparado com controle. 
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5.4 – Neutrófilos que migram para o fígado após a necrose hepática 

permanecem viáveis durante todo o curso da resposta inflamatória 

 O destino dos neutrófilos que infiltram em tecidos sob estímulo 

inflamatório ainda permanece tema de debate na literatura. Embora seja bem 

aceito que os neutrófilos possam aumentar o seu tempo de vida após ativação, 

acredita-se, ainda, que essas células morrem no tecido logo após realizar seus 

mecanismos efetores. Por esse motivo, ações efetoras de longa duração não 

são comumente creditadas aos neutrófilos. Baseado nos nossos achados de que 

neutrófilos permanecem transcricionalmente ativos no tecido hepático até 3 dias 

após a lesão induzida por APAP, nós hipotetizamos que neutrófilos não morrem 

logo após realizarem sua função, mas, sim, permanecem viáveis por períodos 

mais longos. Para testar essa hipótese, nós avaliamos a frequência de 

neutrófilos viáveis, discriminando a porcentagem de neutrófilos que, por ventura, 

estivessem morrendo por necrose, apoptose ou apoptose tardia. Para tanto, 

neutrófilos foram extraídos do fígado em diferentes momentos da lesão hepática 

e marcados para necrose (iodeto de propídio (Pi)+/Anexina V-), apoptose (Pi-

/Anexina V+) e apoptose tardia (Pi+/Anexina V+) e analisados por citometria de 

fluxo.   

 Neutrófilos no fígado de camundongos desafiados com APAP 

apresentaram diminuição significativa na taxa de necrose (Figura 5A) e, embora 

nenhuma alteração significativa tenha sido observada na taxa de apoptose 

(Figura 5B), os neutrófilos apresentaram diminuição na morte por apoptose 

tardia (Figura 5C) nos momentos iniciais da inflamação. Surpreendentemente, 

mesmo em momentos mais tardios da resposta inflamatória (72 horas após o 

desafio com APAP), neutrófilos no tecido hepático permaneceram viáveis, 

apresentando baixas taxas de necrose quando comparado ao animal saudável 

(Figura 5A). Em contraste com o dogma prevalente, a porcentagem de 

neutrófilos presumivelmente vivos (aqueles que não estavam morrendo por 

nenhuma das vias analisadas) aumentou ao longo do curso da inflamação, 

permanecendo elevado até o último tempo analisado, 72 horas após o desafio, 

período em que a fase de resolução da inflamação já se iniciou (Figura 5D). 

 A remoção de neutrófilos por macrófagos, um processo denominado 

eferocitose, é fundamental para a manutenção da homeostase tecidual e um pré-
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requisito para a resolução da inflamação. Portanto, a rápida remoção de 

neutrófilos por macrófagos e sua rápida substituição por ondas adicionais de 

neutrófilos chegando ao fígado, poderiam estar mascarando nossos resultados 

acerca da viabilidade dos neutrófilos. Para avaliar essa ressalva e evitar a 

possível eferocitose de neutrófilos no fígado, nós depletamos os macrófagos 

hepáticos, denominados células de Kupffer. Para tanto, os animais receberam, 

por via intravenosa, uma injeção de solução contendo lipossomos de clodronato 

(CLL, 50 mg/Kg) 24 horas antes do desafio com APAP. Os experimentos foram 

realizados 24 horas após a administração de APAP totalizando, portanto, 48 

horas de tratamento com CLL. A administração de CLL levou à depleção das 

células de Kupffer (Figuras 5E e 5F) e, mesmo na ausência de macrófagos, 

nenhuma alteração significativa na frequência de neutrófilos em apoptose, 

necrose ou apoptose tardia foi observada (Figuras 5G-I).  

 Esses dados reforçam nossa hipótese de que, uma vez que migraram 

para o fígado, os neutrófilos permanecem viáveis e transcricionalmente ativos 

podendo, portanto, atuar como efetores na resolução da inflamação e reparo 

tecidual.  
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Figura 5: Neutrófilos permanecem viáveis no fígado durante todas as fases da 

lesão hepática induzida por APAP. Citometria de fluxo avaliando a proporção de 

neutrófilos (Ly6G+, clone 1A8) no fígado morrendo por (A) necrose (Ly6G+/Pi+/Anexina 

V-), (B) apoptose (Ly6G+/Pi-/Anexina V+) e (C) apoptose tardia (Ly6G+/Pi+/Anexina V+). 

(D) Proporção de neutrófilos presumivelmente vivos no fígado. (E) Avaliação da 

depleção de células de Kupffer (F4/80+), após a administração i.v. de lipossomos de 

clodronato (CLL, 50 mg/Kg), por citometria de fluxo. (F) Microscopia intravital do fígado 

de camundongos controle ou tratados com CLL evidenciando a depleção de células de 

Kupffer (vermelho, F4/80+). Citometria de fluxo avaliando a proporção de neutrófilos em 

(G) necrose, (H) apoptose ou (I) apoptose tardia em camundongos tratados com CLL, 

24 horas após a administração de APAP. Resultados apresentados como média ± SEM. 

*p < 0,05 comparado com controle. Barra = 50 µm 
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5.5 – Neutrófilos acumulam preferencialmente dentro das zonas de necrose 

e patrulham hepatócitos mortos 

 Uma vez que estabelecemos que os neutrófilos continuam vivos dentro 

do fígado necrótico, nosso próximo passo foi visualizar a dinâmica de 

comportamento dos neutrófilos, in vivo. Para tanto, os animais foram submetidos 

à microscopia confocal intravital (IVM). IVM é uma técnica de ponta para o estudo 

da resposta imune, uma vez que ela nos permite avaliar o comportamento, 

alterações morfológicas e interações célula-célula, simultaneamente, em tempo 

real e em um contexto fisiológico. Para visualizar o comportamento dos 

neutrófilos nas zonas de necrose, realizamos a administração intravenosa de 

uma solução, 0,1 mL, contendo anticorpo anti-Ly6G conjugado à BV421 (200 

µg/Kg), para marcar neutrófilos e iodeto de propídio (200 µg/Kg) diluídos em 

salina. 

 Consistente com nossos achados bioquímicos (ALT sérica), a análise por 

microscopia intravital confirmou que a lesão hepática induzida por APAP ocorre 

de modo tempo-dependente. Ainda, como demonstrado na Figura 6, a maioria 

dos neutrófilos se acumula preferencialmente nas regiões de necrose e, em 

nenhum dos tempos avaliados, observamos a presença de neutrófilos positivos 

para iodeto de propídio, o que corrobora nossa análise de morte de neutrófilos 

por citometria de fluxo (Figura 6). Através de uma reconstrução em três 

dimensões, observamos que os neutrófilos não apenas estão na região 

necrótica, mas, sim, rapidamente circundam os hepatócitos mortos e se 

posicionam de maneira estratégica, estabelecendo contato direto com os 

hepatócitos necróticos (Figuras 7A e 7B).  
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Figura 6: Microscopia intravital das zonas necróticas no fígado após lesão 

induzida por sobredose de APAP. Neutrófilos foram marcados com anticorpos anti-

Ly6G conjugado à BV421 (azul, 200 µg/Kg). Zonas de necrose foram marcadas com 

iodeto de propídio (vermelho, 200 µg/Kg). Imagens foram obtidas utilizando a objetiva 
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de 40X. Quadrados brancos indicam a área em que foi amplificado (3 vezes de 

aumento). Barra = 50 µm. Imagens representativas de experimento realizado com 4 

animais por tempo analisado.  

 

 

Figura 7: Neutrófilo localiza-se estrategicamente em contato direto com 

hepatócitos em necrose. Microscopia confocal intravital em três dimensões do fígado 

12 horas após administração de APAP. Visão de cima (A) e visão lateral (B). Setas 

indicam neutrófilos em contato com hepatócitos. Neutrófilos foram marcados com 

anticorpos anti-Ly6G conjugado à BV421 (azul, 200 µg/Kg). Zonas de necrose foram 

marcadas com iodeto de propídio (vermelho, 200 µg/Kg). Em verde, acúmulo de 

albumina conjugada com fluoresceína tiocianato (12 mg/Kg) dentro de hepatócitos em 

necrose. 
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Também por microscopia intravital, avaliamos o comportamento dos 

neutrófilos nas áreas de necrose. Para tanto, filmamos e fizemos o rastreamento 

desses neutrófilos por até 4 horas em cada tempo experimental, avaliando 

alterações morfológicas e comportamentais. Observamos que neutrófilos 

patrulham ativamente os hepatócitos mortos. Esse comportamento dos 

neutrófilos causa uma profunda alteração em sua morfologia ao longo do tempo 

(Figura 8A). Neutrófilos dos animais controle apresentaram morfologia 

arredondada, com maiores valores de circularidade (0,9 em média, sendo 1,0 

um círculo perfeito). Entretanto, a morfologia dos neutrófilos se altera 

drasticamente durante a lesão hepática, tornando-se menos circular (Figura 8B) 

e mais espalhada, gerando um aumento na sua área (Figura 8C), diâmetro 

(Figura 8D) e perímetro (Figura 8E). Ainda, realizamos o rastreamento digital, 

individual, de cada neutrófilo dentro da área de necrose hepática. Pudemos 

observar que, enquanto alguns neutrófilos migram por longas distâncias, outros 

neutrófilos percorriam uma distância menor e realizando movimentos em zigue-

zague (Figura 8F). 

Essa multiplicidade de comportamento sugere que podem haver 

neutrófilos em diferentes estágios de ativação, o que pode estar associado com 

a sua localização dentro dos compartimentos hepáticos (intravascular ou dentro 

do parênquima necrosado). 
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Figura 8: Análise da morfologia e comportamento dos neutrófilos dentro das áreas 

de necrose. (A) Morfologia dos neutrófilos, visualizada por microscopia intravital, 

marcados com anticorpos anti-Ly6G conjugado à BV421 (azul, 200 µg/Kg) durante o 

curso da lesão hepática induzida por sobredose de APAP. Quantificação da morfologia 

dos neutrófilos, avaliando a (B) circularidade, (C) área, (D) diâmetro equivalente e (E) 
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perímetro. (F) Tracking dos neutrófilos dentro das zonas de necrose evidenciando 

direção de movimento e a distância percorrida. Resultados apresentados como média 

± SEM. *p < 0,05 comparado com controle. Os vídeos gerados podem ser encontrados 

no seguinte endereço (https://jlb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/JLB.1MA0420-

634R).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

62 

 

5.6 – Transferência adotiva de neutrófilos hepáticos extraídos no momento 

da resolução da resposta inflamatória, induz redução da inflamação e dano 

tecidual 

 Considerando que neutrófilos hepáticos alteram seu perfil transcricional 

de pró-inflamatório para pró-resolutivo durante o curso da lesão hepática aguda, 

nos perguntamos se a transferência adotiva desse neutrófilos com perfil 

transcricional pró-resolutivo (aqui denominados de “RN”) para camundongos no 

início da lesão hepática induzida por APAP, poderia diminuir tanto a resposta 

inflamatória quanto o dano tecidual. Para esse propósito, nós extraímos 

neutrófilos do fígado de camundongos 72 horas após o desafio com APAP, 

momento no qual detectamos expressão elevada dos genes Tgfb (Figura 9A) e 

Fpr2 (Figura 9B) (pró-resolutivos), assim como a redução na expressão de 

genes pró-inflamatórios como, por exemplo, Cxcl1 (Figura 9C) e Ltb4r1 (Figura 

9D). Da mesma forma, observamos redução na produção das proteínas Cxcl1 e 

Tgf-β em amostras de fígado total nesse período (Figuras 9E e 9F). Após a 

extração, transferimos 5x104 neutrófilos, por via intravenosa, para camundongos 

6 horas após a administração de APAP. Escolhemos esse tempo de 6 horas, 

pois é quando a necrose hepática tem início e quando os primeiros neutrófilos 

começam a migrar para o fígado (Figura 1) (Marques et al. 2015, Alvarenga et 

al. 2018b). Como controle dessa técnica, nós extraímos neutrófilos de 

camundongos saudáveis (esse neutrófilos foram denominados aqui como N0), e 

os transferimos para camundongos desafiados com APAP sob as mesmas 

condições mencionadas anteriormente. 
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Figura 9: Avaliação do perfil transcricional de neutrófilos até 72 horas após APAP. 

Os níveis de proteínas foram medidos por ELISA em 100 mg de fígado. RT-PCR de 

neutrófilos extraídos do fígado avaliando a expressão dos genes (A) Tgfb, (B), Fpr2, 

(C), Cxcl1 e (D) Ltb4r1. Avaliação da produção das proteínas (E) Cxcl1 e (F) Tgf-β, por 

ELISA, de amostras de fígado total. Resultados apresentados como média ± SEM. *p < 

0,05 comparado com controle. Os dados estão representados como a média da 

expressão dos genes alvo em relação ao grupo controle (ΔΔCT). Os dados foram 

normalizados pela média geométrica dos CTs dos genes constitutivos Actb e 18s. 

  

Com esses experimentos, observamos que a transferência de RN, mas 

não a de N0, reduziu de forma significativa a lesão hepática aguda induzida por 

APAP (Figura 10A). Além disso, camundongos que receberam N0, a despeito 

dos que receberam RN, apresentaram aumento significativo na disfunção 

hepática, como avaliado pela taxa de depuração do verde de indocianina (Figura 

10B). De fato, camundongos que receberam RN apresentaram menor expressão 

dos genes Cxcl1 (Figura 10C) e aumento na expressão dos genes Il10 (Figura 

10D) e Anxa1 (Figura 10E). Além disso, a transferência de N0 induziu redução 

significativa na expressão do gene Il6 (Figura 10F) (uma citocina pró-mitótica 

para hepatócitos) e Il10 (uma citocina com potente efeito anti-inflamatório), 
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enquanto animais que receberam RN apresentaram níveis semelhantes aos 

animais controle.  

 Esses resultados nos fornecem fortes evidências de que os neutrófilos, 

além de permanecerem viáveis e transcricionalmente ativos, podem orquestrar 

ativamente a resolução da inflamação e, consequentemente, o reparo tecidual. 

 

 

Figura 10: Transferência adotiva de neutrófilos resolutivos induz a redução da 

inflamação e lesão hepática. (A) Níveis de ALT no soro. (B) Taxa de depuração do 

verde de indocianina. RT-PCR dos genes (C) CXCL1; (D) Il10; (E) Anxa1 e (F) Il6. Os 

dados são estão representados como a média da expressão dos genes alvo em relação 

ao grupo controle (ΔΔCT). Os dados foram normalizados pela média geométrica dos 

CTs dos genes constitutivos Actb e 18s. 
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5.7 – Sumário dos resultados 

 Diante dos resultados obtidos, podemos sumarizar: 

i) A necrose hepática induzida pela sobredose de APAP altera a 

população de células mononucleares residentes do fígado por 

infiltrado de neutrófilos. A lesão hepática é auto resolutiva, e cursa com 

a manutenção de neutrófilos no tecido durante todo o processo. 

ii) Neutrófilos que chegam ao fígado são recrutados de duas fontes 

diferentes: uma primeira onda composta por neutrófilos circulantes e 

uma segunda onda de células liberadas da medula óssea. 

iii) Neutrófilos, ainda na medula óssea e na circulação sistêmica, 

percebem a lesão hepática e alteram seu perfil de expressão gênica 

de forma coincidente com o momento da lesão. Uma vez no fígado, 

neutrófilos podem ser educados para um perfil pró-resolutivo, o que é 

associado com a supressão de genes pró-inflamatórios, coincidente 

com o tônus regulatório observado no fígado nos momentos tardios da 

lesão hepática. 

iv) Neutrófilos que são recrutados para o fígado após a necrose de 

hepatócitos, permanecem viáveis e transcricionalmente ativos durante 

todas as fases da resposta inflamatória, podendo ter papel 

fundamental no reparo do órgão.  

v) Uma vez no fígado, neutrófilos se acumulam preferencialmente dentro 

das zonas necróticas, patrulhando ativamente e em contato direto com 

hepatócitos mortos. 

vi) A transferência adotiva de neutrófilos resolutivos hepáticos, leva a 

redução da inflamação e da lesão no fígado induzida pela sobredose 

de APAP. 
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6. Discussão 

Neutrófilos são os leucócitos mais abundantes na circulação sanguínea 

de humanos (Summers et al. 2010), sendo considerados como uma das 

primeiras linhas de defesa contra patógenos e, dessa forma, um dos pilares da 

imunidade inata (Phillipson and Kubes 2011). A lesão hepática induzida pela 

sobredose de APAP ocorre com a morte por necrose oncótica dos hepatócitos, 

resultando na liberação do conteúdo intracelular no tecido que, agora, atua como 

DAMPs (Gujral et al. 2002). Dessa forma, citocinas e quimiocinas, juntamente 

com produtos intracelulares e mitocondriais, atuam na ativação e recrutamento 

de neutrófilos para o fígado (Marques et al. 2012). Em um trabalho recente do 

nosso grupo, demonstramos que a presença dos neutrófilos no tecido hepático 

são essenciais para permitir o rápido reparo do tecido após lesão induzida pela 

sobredose de APAP (Alvarenga et al. 2018b). Este presente trabalho se insere 

nesse contexto, visando expandir nossos resultados prévios e investigar qual a 

participação dos neutrófilos em todo o curso da inflamação hepática induzida 

pela sobredose de APAP, buscando compreender melhor (i) o papel dos 

neutrófilos no ambiente necrótico; (ii) caracterizar o comportamento dos 

neutrófilos na lesão; (iii) determinar a dinâmica de expressão gênica dos 

neutrófilos e (iv) investigar quais os mecanismos que regem os efeitos pró-

resolutivos dos neutrófilos na inflamação hepática.   

Nós demonstramos que a dinâmica do acúmulo de neutrófilos e a 

progressão da lesão hepática ocorrem de forma quase que simultânea, o que 

poderia sugerir um papel dos neutrófilos na amplificação da lesão tecidual. No 

entanto, nos animais que sobrevivem às primeiras 24 horas, a lesão hepática 

induzida por APAP é auto resolutiva, ainda que neutrófilos permaneçam no local 

da lesão durante todo o processo. A presença de neutrófilos na lesão hepática 

induzida por sobredose de APAP foi reportada pela primeira vez em 1973 

(Mitchell et al. 1973) e, um trabalho subsequente, sugeriu que o neutrófilo possui 

papel na amplificação da lesão hepática (Liu et al. 2006). No entanto, os efeitos 

benéficos associados à depleção de neutrófilos nesse estudo (utilizando 

anticorpos anti-GR1) podem ser atribuídos a efeitos não relacionados com a 

diminuição no número de neutrófilos mas, sim, a elevação nos níveis de 

metalotioneínas, uma proteína rica em resíduos de cisteína que, por esse motivo, 
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pode atuar na inativação do NAPQI, de modo semelhante a N-acetil cisteína ou 

a própria glutationa  (Jaeschke 2006). Portanto, a contribuição dos neutrófilos na 

amplificação da lesão tecidual, bem como no reparo do tecido, ainda permanece 

uma questão de grande debate e, por isso, merece uma investigação mais 

aprofundada. 

Neutrófilos são células altamente diferenciadas da linhagem mieloide, 

produzidas diariamente em grande quantidade na medula óssea e liberadas na 

circulação, através do qual podem migrar para os tecidos em resposta a uma 

diversidade de estímulos inflamatórios (Ley et al. 2018). Neste trabalho, 

demonstramos que essa dinâmica de recrutamento de neutrófilos para o tecido 

hepático ocorre de forma tempo-dependente, de modo que o pico de migração 

dos neutrófilos para o fígado ocorre 24 horas após o desafio com APAP, 

momento no qual ocorre queda de, aproximadamente, 10 vezes na porcentagem 

de neutrófilos na medula óssea. Portanto, ondas adicionais de neutrófilos que 

chegam ao fígado estão sendo recrutados da medula óssea. No nosso modelo 

murino de lesão hepática induzida por APAP, essa alta demanda de neutrófilos 

pelo fígado sobrecarrega a medula óssea, provavelmente, porque camundongos 

possuem porcentagem muito menor de neutrófilos circulantes (~10% dos 

leucócitos) quando comparados a humanos (~70% dos leucócitos). Dessa forma, 

camundongos possuem significativamente menos neutrófilos que podem ser 

prontamente recrutados da circulação e dependem extensivamente do 

fornecimento de neutrófilos pela medula óssea. 

 Uma vez no fígado, os neutrófilos apresentaram um perfil de expressão 

gênica dinâmico, se alterando de forma tempo-dependente e coordenada com o 

momento da lesão hepática. Nesse sentido, nos momentos iniciais da resposta 

inflamatória, os neutrófilos apresentaram aumento na expressão de genes 

relacionados com sua migração e ações pró-inflamatórias (Fpr1, Ltb4r1, Cxcl1 e 

Alox5). O receptor de leucotrieno B4, Ltb4R1, cuja expressão teve pico com 12 

horas, é importante para os passos iniciais de recrutamento dos neutrófilos para 

o local do estímulo inflamatório (Oyoshi et al. 2012). De encontro a esse achado, 

identificamos aumento significativo na expressão do gene Alox5 também com 12 

horas. Alox5 codifica a enzima 5-lipoxigenase, cujo principal produto é o 

leucotrieno B4. A expressão do gene Cxcl1 também teve aumento significativo 
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com 12 horas e se manteve elevada durante todos os tempos analisados. CXCL1 

é o homólogo funcional do CXCL8 em humanos e é a principal quimiocina 

envolvida na quimiotaxia de neutrófilos murinos (Sawant et al. 2016). Portanto, 

o aumento da expressão do gene Cxcl1 nos momentos iniciais, provavelmente 

está relacionado ao recrutamento de ondas adicionais de neutrófilos para o 

fígado. A produção elevada de CXCL1 nos momentos tardios pode estar 

envolvida com a formação de novos vasos na área de lesão. Já é bem descrito 

que neutrófilos podem atuar na angiogênese produzindo quimiocinas ELR+ que 

podem estimular a formação de novos vasos pela ativação de receptores CXCR2 

em células endoteliais (Heidemann et al. 2003, Addison et al. 2000, Benelli et al. 

2002). O receptor de peptídeo formilado, FPR1, é particularmente importante 

para a migração de neutrófilos em direção a área da lesão induzida pela 

sobredose de APAP. Isso se deve ao fato de que, o excesso de NAPQI, leva à 

perda da integridade da membrana mitocondrial e ocorre a liberação de 

peptídeos formilados derivados dessas mitocôndrias que atuam na quimiotaxia 

de neutrófilos (Marques et al. 2012). O aumento na expressão de FPR1 em 

neutrófilos, portanto, está de acordo com achados prévios que demonstram que 

neutrófilos, quando estão dentro de um raio de 150 µm de distância da necrose, 

alteram seu mecanismo quimiotático, passando a seguir o gradiente de peptídeo 

formilado em detrimento do gradiente de quimiocinas (McDonald et al. 2010).  

Nos momentos tardios da lesão, os neutrófilos hepáticos alteraram seu 

perfil transcricional, de modo que não apenas diminuíram a expressão dos genes 

pró-inflamatórios, como, também, aumentaram a expressão de genes pró-

resolutivos. Observamos aumento progressivo na expressão do gene que 

codifica anexina A1 em neutrófilos hepáticos, o que poderia indicar a produção 

in situ desse mediador pró-resolutivo, além de já ser descrito que neutrófilos 

possuem grande quantidade de anexina A1 estocada em seus grânulos 

terciários (Perretti et al. 2000). Anexina A1 atua na inibição da atividade da 

fosfolipase A2, reduzindo a produção de eicosanóides, além de inibir, também, 

a atividade da COX-1 e COX-2 (McArthur et al. 2015). Além de reduzir a 

migração de ondas adicionais de leucócitos, anexina A1 aumenta a capacidade 

fagocítica de macrófagos, regula a liberação de TNF e IL-6 por essas células, 

reduz a degranulação de mastócitos e, através do seu receptor FPR2, induz 



 

69 

 

apoptose de neutrófilos (Jones et al. 2016). Anexina A1, ainda, promove o 

recrutamento de monócitos circulantes, sem causar a sua total ativação. Esse 

processo ocorre através de uma cascata de sinalização centrada na 

produção de ácido lisofosfatídico. Esse processo favorece a remoção de células 

apoptóticas e levam ao repovoamento dos macrófagos teciduais devido à 

diferenciação desses monócitos (McArthur et al. 2015). 

Identificamos um pico na expressão do gene que codifica a proteína 

FPR2, receptor para mediadores lipídicos pró-resolutivos e anexina A1 (Maderna 

et al. 2010). Como já mencionado, a ligação da anexina A1 ou lipoxina A4 ao 

receptor FPR2, em neutrófilos, induz a apoptose dessas células. A morte dos 

neutrófilos por apoptose é um evento chave na resolução da inflamação. À 

medida que o neutrófilo morre por apoptose, ele ainda expressa seus receptores 

de membrana, mas a sua capacidade de ativar uma cascata de sinalização 

intracelular após a interação desse receptor com seu ligante diminui 

consideravelmente (Jones et al. 2016). Desse modo, esses receptores de 

quimiocinas e citocinas, agora, passam a atuar como uma espécie de receptores 

atípicos, realizando a depuração de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

(Jones et al. 2016). Ainda, na fase resolutiva da resposta inflamatória, neutrófilos 

apresentaram aumento na expressão do gene que codifica TGF-β, citocina que 

está envolvida no reparo tecidual (Border and Ruoslahti 1992). Portanto, 

fornecemos evidências de que neutrófilos podem participar ativamente da 

resolução da resposta inflamatória no fígado através da produção de mediadores 

pró-resolutivos, além de ter papel importante no reparo tecidual através da 

produção de TGF-β. 

 Demonstramos, também, que neutrófilos elevam de forma acentuada, já 

nas primeiras 12 horas, a expressão do gene que codifica o receptor atípico de 

IL-1, IL1R2, bem como a do gene que codifica IL1Ra, um antagonista solúvel do 

receptor clássico de IL-1. Já é descrito na literatura que tanto neutrófilos murinos 

quanto o de humanos expressam constitutivamente o receptor IL1R2, 

responsável por fazer a depuração de IL-1β e IL1-α (Bourke et al. 2003, Martin 

et al. 2013). Também já é descrito que neutrófilos podem produzir IL1Ra (Malyak 

et al. 1994). Desse modo, nossos resultados vão de encontro à literatura e 

sugerem que neutrófilos recrutados para o fígado, além de produzir e secretar 
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mediadores pró-resolutivos, podem, também, atuar ativamente na depuração de 

mediadores pró-inflamatórios como, por exemplo, controlando o efeito da IL-1β 

e IL1-α, realizando sua depuração e antagonizando o receptor clássico IL-1R1. 

 A necrose hepática aguda leva a liberação de uma diversidade de 

moléculas intracelulares que atuam como DAMPs, além da produção de uma 

miríade de citocinas e quimiocinas (Marques et al. 2012). Nós hipotetizamos que, 

devido ao abundante ambiente vascular do fígado, essas moléculas podem 

atingir a circulação sistêmica em níveis elevados o suficiente para se difundirem 

até compartimentos remotos, incluindo a medula óssea, e serem percebidas por 

neutrófilos nesses locais. Nesse sentido, demonstramos que neutrófilos, tanto 

na medula óssea quanto aqueles que já alcançaram a circulação sistêmica, são 

capazes, sim, de perceber a lesão hepática e alterar sua expressão gênica em 

resposta a esse estímulo.  

Com essa abordagem, observamos que neutrófilos, ainda na medula 

óssea e na circulação sistêmica, aumentam a expressão dos genes Fpr1 e 

Ltb4r1 nos momentos iniciais da lesão hepática. A expressão desses genes, 

como já mencionado, será importante para o recrutamento de neutrófilos em 

direção à lesão hepática. Também observamos aumento significativo na 

expressão do gene Alox15 e diminuição da expressão do gene Alox5 em 

neutrófilos circulantes no período entre 12-24 horas após o desafio com APAP. 

Neutrófilos circulantes, principalmente no momento em que entram em contato 

com células endoteliais para iniciar o processo de transmigração, podem ser 

expostos a agentes autacoides (prostaglandina E2, por exemplo) que induzem 

redução na expressão do gene Alox5 e aumenta a expressão do gene Alox15 

(Levy et al. 2001). Os genes Alox5 e Alox15 codificam as enzimas 5-

Lipoxigenase e 15-Lipoxigenase, respectivamente. O aumento na expressão da 

15-lipoxigenase em detrimento da 5-lipoxigenase resulta na alteração dos 

produtos derivados do ácido araquidônico, de modo que reduz a produção de 

leucotrienos e prostaglandinas (mediadores pró-inflamatórios) e aumenta a 

produção de lipoxinas (mediadores pró-resolutivos). Lipoxinas inibem o 

recrutamento adicional de neutrófilos através da sua interação com receptor 

FPR2 (Fierro et al. 2003) e favorecem a eferocitose de neutrófilos por 

macrófagos residentes (Godson et al. 2000). Nesse sentido, demonstramos que 
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neutrófilos ainda na medula e neutrófilos que alcançaram a circulação 

apresentam aumento significativo na expressão do gene que codifica o receptor 

FPR2. Esses dados nos sugerem que os neutrófilos já transmigram para o fígado 

com toda a informação necessária para a produção conjunta de FPR2 e 

lipoxinas, que podem agir de modo parácrino em neutrófilos na área de necrose 

em uma tentativa de regular seus próprios mecanismos efetores pró-

inflamatórios. Também observamos aumento na expressão do gene Il1r2 em 

neutrófilos circulantes 12 horas após a intoxicação por APAP. A expressão 

elevada de tais genes relacionados com a modulação da resposta inflamatória 

em momentos iniciais da lesão, podem indicar que ondas adicionais de 

neutrófilos que migram para o fígado, já chegam comprometidos em diminuir a 

resposta inflamatória e orquestrar a resolução da inflamação. 

Dessa forma, uma vez que novos neutrófilos são recrutados para o fígado 

de modo tempo-dependente, é razoável admitirmos que cada onda adicional de 

neutrófilos que chegam ao tecido, encontrará contextos inflamatórios diferentes. 

Com essa perspectiva, o neutrófilo deveria chegar ao local do estímulo 

inflamatório e rapidamente adaptar-se ao contexto inflamatório atual. Com esse 

conjunto de resultados, no entanto, demonstramos que, tanto neutrófilos na 

medula óssea quanto aqueles que já alcançaram a circulação sistêmica, 

percebem a lesão hepática remota e alteram a sua expressão gênica, em uma 

espécie de “quorum sensing”, de modo a otimizar e coordenar sua função para 

o momento atual da resposta inflamatória que encontrará ao chegar no local da 

lesão. 

 No presente trabalho, demonstramos que, em animais saudáveis, há uma 

porcentagem de neutrófilos no fígado que estão constitutivamente em apoptose 

tardia e necrose. Esse fenômeno pode ser explicado pela grande produção diária 

de neutrófilos e o seu curto tempo de vida quando não há estímulo inflamatório. 

Nesse sentido, acredita-se que a regulação do número de neutrófilos seja 

através da sua fagocitose por macrófagos teciduais residentes (Ley et al. 2018). 

Células de Kupffer são macrófagos residentes do fígado e se encontram no 

lúmen de sinusóides formando o maior sistema retículo-endotelial do corpo. 

Dessa forma, a presença de neutrófilos em apoptose no fígado saudável, pode 
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ser devido a sua remoção constitutiva pelas células de Kupffer (Epelman, Lavine 

and Randolph 2014).  

Ainda, demonstramos que ocorre redução na taxa de mortalidade dos 

neutrófilos no fígado necrótico. A acurácia desse resultado poderia ser desafiada 

pela rápida eferocitose dos neutrófilos mortos por células de Kupffer e a 

substituição desses neutrófilos por ondas adicionais que chegam ao fígado. No 

entanto, além de demonstrarmos que nosso modelo de necrose hepática, por si, 

leva a redução significativa no número de células mononucleares no ambiente 

hepático, demonstramos, ainda, que a depleção total de macrófagos induzida 

pela administração de CLL não afeta a frequência de neutrófilos mortos. Desse 

modo, o aumento na taxa de sobrevivência de neutrófilos durante todo o 

processo de lesão hepática, mesmo na ausência de macrófagos, nos indica que 

neutrófilos recrutados para o fígado permanecem, de fato, viáveis por longos 

períodos dentro das áreas de necrose.  

Demonstramos por microscopia intravital que os neutrófilos se localizam 

estrategicamente nas áreas de necrose, patrulhando ativamente e em contato 

direto com hepatócitos necróticos. Esse patrulhamento é seguido por constantes 

alterações morfológicas desses neutrófilos ao longo do tempo, o que nos indica 

que os neutrófilos permanecem vivos e ativos durante todo o curso da lesão, 

corroborando nossos achados na citometria de fluxo. O contato direto entre 

neutrófilos e hepatócitos em necrose pode estar relacionado com a remoção de 

detritos de células mortas pelos neutrófilos. A remoção de células mortas é 

essencial para criar espaço para novos hepatócitos e, desse modo, essencial 

para o reparo do tecido hepático. Dentre a diversidade de receptores de 

membrana expressos pelos neutrófilos, vários são capazes de reconhecer 

detritos e induzir fagocitose. Por exemplo, neutrófilos podem reconhecer e 

fagocitar detritos celulares através de receptores do tipo CLEC e receptores Fc 

(que podem induzir a fagocitose de detritos opsonizados com anticorpos e 

proteínas do sistema complemento) (Westman, Grinstein and Marques 2019). 

Em um trabalho de lesão hepática induzida por queimadura focal, a depleção de 

neutrófilos levou ao atraso na remoção de detritos de células mortas na área da 

necrose (Wang et al. 2017).   
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 Uma vez que demonstramos que neutrófilos, além de permanecerem 

viáveis durante todo o curso da lesão hepática, também alteram seu perfil 

transcricional de pró-inflamatório para pró-resolutivo, hipotetizamos que 

neutrófilos podem participar ativamente da resolução da inflamação e reparo 

tecidual. Demonstramos que a transferência de neutrófilos resolutivos para 

animais no início da lesão hepática induzida por APAP têm impacto significativo 

em reduzir a inflamação e a lesão hepática. Esse efeito regulatório, no entanto, 

não foi suficiente para observarmos completa recuperação da função hepática. 

Isso pode ser explicado por termos realizado essa transferência e um momento 

inicial da lesão hepática (6 horas após o desafio com APAP). Desse modo, os 

hepatócitos podem, ainda, estar muito estressados pela recente sobredose de 

APAP e, por esse motivo, realizarem de forma ineficaz a depuração do verde de 

indocianina, modelo utilizado nesse trabalho para avaliar alterações na função 

hepática.   

O trabalho pioneiro de Paul Ehrlich no final do século 19, utilizando 

corantes ácidos básicos de alcatrão, nos permitiram distinguir diferentes tipos de 

leucócitos, incluindo a nossa primeira percepção dos neutrófilos (Kay 2016). No 

entanto, quase um século e meio depois, os neutrófilos ainda são células 

enigmáticas para nós. Portanto, não é surpreendente que diversos trabalhos 

sobre neutrófilos continuem a surgir a cada dia. Nesse sentido, apesar de haver 

mais de 170.000 artigos publicados sobre os neutrófilos, ainda não 

compreendemos completamente todas a funções dessa célula. Além de todas 

as incertezas que regem o papel dos neutrófilos em diversas doenças, ainda não 

sabemos exatamente como neutrófilos podem regular a resposta imune 

adaptativa ou, mesmo, questões mais básicas como, por exemplo, qual o destino 

dos neutrófilos após realizarem seu mecanismo efetor no tecido ou se há algum 

papel fisiológico dos neutrófilos quando há ausência de estímulo inflamatório. 

Uma nova e recente visão sobre neutrófilos é a do seu papel na resolução da 

inflamação. Este presente trabalho amplia nossa percepção atual de como 

neutrófilos se comportam no local do estímulo inflamatório e traz uma nova luz 

sobre seu papel na resolução da inflamação. Considerando a noção clássica de 

que os neutrófilos são células instáveis e com altíssimo potencial de causar dano 
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colateral ao tecido, seria muito incomum pensar que o organismo geraria essa 

grande quantidade de neutrófilos apenas para se acaso ocorrer uma infecção.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Os resultados apresentados nesse trabalho foram publicados no 

periódico “Journal of Leukocyte Biology” no dia 18 de maio de 2020. (Anexo 1) 
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7. Conclusão 

O Neutrófilo é tipicamente considerado uma célula instável, cuja ativação 

deve ser altamente controlada. Portanto, quando começamos a apreciar que 

diversas doenças possuem um componente inflamatório subjacente, por 

exemplo, artrite, gota, isquemia e reperfusão, a culpa recaiu sobre o neutrófilo 

(Kubes 2018). Foi, com essa visão clássica dos neutrófilos, que diversas 

estratégias terapêuticas foram traçadas para tratar essas doenças, cuja 

abordagem atual é evitar que novos neutrófilos sejam recrutados para o local do 

estímulo inflamatório. 

No entanto, neste trabalho, nós desafiamos essa abordagem. 

Demonstramos que, ao contrário dos dogmas clássicos, neutrófilos são células 

ativas no local do estímulo inflamatório e que o processo de reparo do tecido 

hepático cursa com a manutenção do neutrófilo no fígado. Não obstante, 

neutrófilos apresentaram sobrevivência prolongada nas zonas necróticas, uma 

característica fundamental para permanecerem ativos e com perfil transcricional 

dinâmico, alterando seu perfil de pró-inflamatório para pró resolutivo nos 

momentos tardios da lesão hepática induzida pela sobredose de APAP. 

Portanto, fornecemos novos indícios de que neutrófilos possuem papel chave 

em orquestrar a resolução da inflamação e o reparo tecidual. Dessa forma, 

terapias que visam cessar a migração de neutrófilos devem ser avaliadas 

cuidadosamente, visto que essas células podem ser essenciais para o rápido e 

efetivo retorno do tecido à sua homeostase. 
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