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“Slow down you crazy child 

You’re so ambitious for a juvenile 

But then if you’re so smart tell me 

Why are you still so afraid?” 



 

   
 

RESUMO 

A resposta imune neonatal é um tópico de absoluta importância e influência em 

terapêuticas que possam ser aplicadas neste período crítico do desenvolvimento. O seu 

entendimento pode fomentar progressos significativos no cuidado e na prevenção de 

patologias em neonatos. Neste trabalho, por meio do uso de Microscopia Confocal 

Intravital, pudemos descrever uma população considerável de granulócitos dispostos 

no parênquima hepático de fetos e camundongos neonatos. Pela imunofenotipagem, 

foram identificadas alterações principalmente nos granulócitos no período neonatal. 

Com o emprego da Microscopia Confocal Intravital em fígados do modelo animal desde 

o nascimento até a fase adulta, observamos a presença bastante expressiva de células 

Ly6G+ neste microambiente tecidual até a segunda semana de vida.  Com CyTOF, 

estas células foram caracterizadas como neutrófilos – o que se reafirmou pela 

morfologia e a técnica de imunohistoquímica. Neste sentido, mesmo o fígado fetal pôde 

ser percebido como um sítio para esta população de neutrófilos por volta da segunda 

semana gestacional, levantando questões sobre sua origem e estabelecimento. De 

maneira geral, estas células estão dispostas maioritariamente no espaço extravascular 

e manifestam comportamentos muito pontuais nos períodos analisados: estes 

neutrófilos hepáticos formam aglomerados celulares em fetos e neonatos, que 

persistem pelos primeiros dias de vida, além de terem limitada capacidade migratória 

que parece ser contrabalanceada pela liberação aumentada de espécies reativas de 

oxigênio em neonatos sob estímulo quando comparados a qualquer outra fase do 

modelo animal. Este trabalho descreve, de maneira inédita, uma população de 

neutrófilos presente no fígado fetal e neonatal, com características espaciais e 



 

   
 

funcionais muito distintas daquelas observadas na fase adulta. 

Palavras-chave: Neutrófilos. Desenvolvimento neonatal. Fígado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   
 

ABSTRACT 

The neonatal immune response is a topic of importance and influence in therapeutics 

that may be applied during this critical period of development. Understanding it can foster 

significant progress in the care and prevention of diseases in neonates. In this study, 

using Intravital Confocal Microscopy, we were able to describe a considerable 

population of granulocytes located in the hepatic parenchyma of fetuses and neonatal 

mice. Through immunophenotyping, changes were identified mainly in granulocytes 

during the neonatal period. By employing Intravital Confocal Microscopy in liver tissues 

from the animal model from birth to adulthood, we observed a very significant presence 

of Ly6G+ cells in this tissue microenvironment up to the second week of life. With 

CyTOF, these cells were characterized as neutrophils – which was confirmed by 

morphology and immunohistochemistry techniques. In this sense, even the fetal liver 

was perceived as a site for this population of neutrophils around the second gestational 

week, raising questions about their origin and establishment. Generally, these cells are 

predominantly located in the extravascular space and exhibit very specific behaviors 

during the analyzed periods: these hepatic neutrophils form cellular clusters in fetuses 

and neonates, which persist for the first few days of life, and have limited migratory 

capacity that seems to be counterbalanced by increased release of reactive oxygen 

species in neonates under stimulation when compared to any other phase of the animal 

model. This work uniquely describes a population of neutrophils present in the fetal and 

neonatal liver, with spatial and functional characteristics very distinct from those 

observed in the adult phase. 

Keywords: Neonatal Development. Neutrophils. Liver.  
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1. INTRODUÇÃO 

O fígado já é classicamente descrito como órgão fundamental para o 

metabolismo e detoxificação. No entanto, principalmente nas últimas décadas, esta 

mesma estrutura passou a ser descrita como um importante sítio imune em todas as 

fases da vida (JENNE; KUBES, 2013; LICHANSKA; HUME, 2000; NAKAGAKI et al., 

2018). Ainda no desenvolvimento embrionário, o fígado se forma muito inicialmente 

considerando os demais órgãos, da mesma maneira que seu protagonismo nas 

funções imunes (HOEFFEL; GINHOUX, 2018). O estabelecimento da tolerância fetal 

imune durante a gestação, por exemplo, é também resultado da contribuição de 

células imunes hepáticas, como as células de Kupffer, que se originam a partir de 

progenitores hematopoiéticos derivados do saco vitelino (GOMEZ PERDIGUERO et 

al., 2015; MOORE; METCALF, 1970). E esta contribuição não é limitada ao período 

fetal, mas se dá continuamente ao longo da vida, com a regulação das interações 

imunes no microambiente hepático (KUBES; JENNE, 2018; RACANELLI; 

REHERMANN, 2006). Neste sentido, mesmo células parenquimais hepáticas, os 

hepatócitos, são capazes de coordenar respostas imunes com a síntese de proteínas 

de fase aguda e citocinas (EHLTING; WOLF; BODE, 2021; WOLF et al., 2023). Em 

suma, o microambiente hepático é um sítio de constante interação entre suas células 

hepáticas e componentes de resposta imune, fundamentando a regulação precisa 

entre a tolerância e a ativação (ZHOU; XU; GAO, 2015). Esta regulação é uma 

condição hepática terminantemente necessária pela exposição deste tecido a 

produtos da microbiota intestinal ou mesmo a antígenos circulantes no fluxo 
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sanguíneo (DOHERTY, 2016). É natural, portanto, que a compreensão do equilíbrio 

mencionado seja um objeto tão caro para a literatura do campo – caracterizada, 

inclusive, como uma possibilidade para investigações de aplicação terapêutica.   

 

Figura 1: A complexidade do sítio imune hepático investigada a partir da Microscopia 
Confocal Intravital, adaptado de outros trabalhos (JENNE; KUBES, 2013; KUBES; JENNE, 
2018). Diferentes populações imunes contribuem para homeostase imune dispostas no 
interior dos sinusoides e espaço de Disse no fígado, em constante contato com potenciais 
estímulos imunológicos no fluxo sanguíneo. Esta diversidade de células imunes é capaz de 
estimular e modular a resposta inflamatória por múltiplas vias.  

 

Mais profundamente, investigações direcionadas a compreender a 

participação pontual de populações celulares hepáticas nos processos imunes pode 

corresponder ao desenvolvimento de abordagens terapêuticas para condições como 

infeções hepáticas, doenças autoimunes e câncer (DE MARTIN et al., 2018; 

HERCUN et al., 2022). A modulação dessas interações imunes é, não por acaso, 

uma possibilidade considerável de aplicação enquanto terapia (OSEI-BORDOM; 
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BOZWARD; OO, 2020). Essa afirmativa é reforçada com o aprofundamento dos 

achados celulares e moleculares da imunologia hepática, que expandem as 

possibilidades de intervenções que modulem e impactem positivamente a 

progressão de patologias causadas pela disfunção da resposta imune (DOHERTY, 

2016; HERCUN et al., 2022). E dentre as populações celulares imunológicas, os 

leucócitos, especialmente os neutrófilos, são agentes críticos do estabelecimento da 

resposta imune por constituírem a sua linha de frente (MANTOVANI et al., 2011). 

Células guiadas por gradientes quimiotáticos, os neutrófilos rapidamente migram 

para sítios de infeção ou lesões estéreis (MANTOVANI et al., 2011; MCDONALD et 

al., 2010). Fagócitos muito ativos, são ainda capazes de neutralizar agentes 

infecciosos pela liberação de compostos como proteínas antimicrobianas e espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (BURN et al., 2021). Além disso, são importantes 

indutores de respostas inflamatórias, promovendo o recrutamento de outras células 

imunes, pela liberação de citocinas, quimiocinas e mediadores lipídicos, como o 

leucotrieno B4 (MANTOVANI et al., 2011). Especialmente, os neutrófilos são células 

especializadas na liberação, no meio extracelular, do próprio DNA em associação 

com histonas e enzimas que combatem os agentes infecciosos – processo intrincado 

chamado de netose ou, do inglês, neutrophil extracellular traps (NETs), armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (BURN et al., 2021). Apesar de serem úteis na 

manutenção da saúde, em condições de desregulação em sua ativação, estas 

células viabilizariam o estabelecimento e progressão de doenças autoimunes, 

inflamatórias e lesões teciduais (SEGEL; HALTERMAN; LICHTMAN, 2011).   
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Figura 2: Neutrófilos como protagonistas da resposta imune (BURN et al., 2021). Os 
neutrófilos são células da linha de frente do sistema imune, capazes da ativação e 
modulação da participação de outras populações no estabelecimento da resposta 
inflamatória, além de combater diretamente infecções com o uso de seu armamentário 
intracelular: a produção de mieloperoxidases, espécies reativas de oxigênio e a liberação de 
redes extracelulares compostas por DNA, histonas e enzimas.  

 

Neutrófilos, assim como as demais células envolvidas em respostas imunes, 

são constante e previsivelmente avaliadas no contexto de patologias (MANTOVANI 

et al., 2011). Por outro lado, há uma lacuna significativa no entendimento do 

comportamento e função dessas populações em condições homeostáticas. A 

significativa maior parte da literatura posta fez progredir a compreensão da atuação 

dos neutrófilos em cenários infecciosos e de disfunção inflamatória, sedimentando o 
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seu papel intrinsecamente, neste nível, relacionado a um contexto patológico (BURN 

et al., 2021; MANTOVANI et al., 2011; SEGEL; HALTERMAN; LICHTMAN, 2011). A 

ausência de investigações que busquem analisar a cinética de neutrófilos não 

estimulados por desafios que levem ao ponto da resposta inflamatória impossibilita 

o entendimento mais geral dessas células e de suas potenciais contribuições para a 

homeostase imune  (SHIM; DENISET; KUBES, 2022; SILVESTRE-ROIG et al., 

2019). A complexidade deste potencial duplo papel dos neutrófilos é acrescida na 

fase neonatal, em que seu protagonismo no estabelecimento das respostas imunes 

no início da vida ainda está sob investigação (LAWRENCE; CORRIDEN; NIZET, 

2018). Não suficiente, o entendimento das interações granulocíticas neste período é 

fundamental para descrição de potenciais vulnerabilidades imunológicas ou mesmo 

de mecanismos que sejam inerentes a neonatos, fase tão crítica (RAYMOND et al., 

2017).  

Como resultado deste trabalho, descrevemos uma nova população de 

neutrófilos conservadamente presente no fígado fetal e neonatal de camundongos, 

que manifestam distribuição espacial e reações quimiotáticas muito distintas 

daquelas já descritas em adultos. Estes achados ressaltam características 

diferenciais, até então desconhecidas, do sistema imune hepático entre neonatos e 

adultos.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Este trabalho busca descrever a presença e o comportamento de neutrófilos 

no fígado neonatal comparado aos demais tempos analisados. 

2.2 Objetivos Específicos 

1- Estabelecer a cinética de células Ly6G+ por Microscopia Confocal Intravital 

ao longo da vida de camundongos; 

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

Confocal Intravital; 

 3- Mensurar características espaciais individuais de células Ly6G+ nas 

imagens de Microscopia Confocal Intravital; 

 4- Isolar células não-parenquimais hepáticas por beads anti-Ly6G em 

neonatos; 

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

em neonatos;  

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

7- Comparar a motilidade de células Ly6G+ estimuladas por modelos de lesão 

estéril em Microscopia Confocal Intravital ao longo da vida; 

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

espécies reativas de oxigênio (ROS) de células Ly6G+ ao longo da vida. 
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3. MATERIAL E METÓDOS 

3.1 Animais 

Camundongos adultos de ambos os sexos, C57/BL6 WT, foram obtidos a 

partir do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, 

Brasil). Matrizes, compostas por 2 fêmeas por macho por caixa, geraram animais de 

diferentes idades (0 e 4 dias; 1, 2, 3 e 4 semanas) empregados no trabalho. Os 

animais foram mantidos em microisoladores de acrílico com sistema de ar filtrado 

(Alesco), com 5 camundongos cada, em um ambiente na Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG), providos com água e ração autoclavada (Nuvilab) ad libitum, 

com ciclo claro/escuro (12/12 h) digitalmente controlado. Os experimentos com 

animais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG) 

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

 

Figura 3: Ilustração da escolha dos animais experimentais em relação aos seus períodos 
de desenvolvimento para compreensão da cinética da presença neutrofílica hepática.  

 

3.2 Microscopia Confocal Intravital 

As imagens de Microscopia Confocal Intravital foram realizadas conforme 

padronização do grupo (MARQUES et al., 2015). Foi empregado o microscópio 

Nikon Eclipse Ti invertido acoplado a um cabeçote de escaneamento A1R (Nikon) 
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sem alterações. Os camundongos receberam, por via intravenosa, antes da 

aquisição das imagens, um mix de anticorpos fluorescentes aplicados para a 

visualização de populações celulares específicas como as descritas: anti-Ly6G 

ficoeritrina (PE – phycoerythrin) (0.35 μL/g, clone 1A8; BD Biosciences) para a 

marcação de neutrófilos e anti-CD31 aloficocianina (APC – allophycocyanin) (0.66 

μL/g, clone 390; BioLegend) para a marcação das células endoteliais, ambos diluídos 

em salina estéril. As análises das imagens foram executadas nos softwares Volocity 

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

 

3.3 Modelo de Quimiotaxia In Vivo 

Foi executado um modelo de quimiotaxia in vivo induzida por lesão estéril 

conforme a descrição do protocolo de microscopia confocal hepática do grupo 

(MARQUES et al., 2015). Neste caso, empregada uma agulha adaptada a um 

cauterizador que, pela condução da alta temperatura, teria sua ponta capaz de 

causar uma lesão estéril termal pontual quando em contato com a superfície do 

fígado. Aos 40 minutos antes da aplicação anestésica (solução composta de 400 μL 

de cetamina e 150 μL de xilazina diluídas em 450 μL de salina estéril, 5 μL/g) e 

procedimento cirúrgico, o anticorpo anti-Ly6G era administrado via intravenosa para 

marcação dos neutrófilos. Pequenas doses anestésicas foram necessárias durante 

as aquisições de imagens com gravações de vídeos em torno de 2 a 4 horas, além 

de pequenos volumes de salina para manutenção da hidratação do fígado exposto. 

A temperatura do animal também foi controlada durante os procedimentos com o uso 
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de uma manta de papel alumínio. As análises dos vídeos obtidos foram executadas 

no software NIS-Elements Viewer 4.50, para as métricas de mobilidade dos 

neutrófilos em resposta ao modelo de quimiotaxia, como deslocamento, distâncias 

percorridas até o foco da lesão e velocidade. 

 

3.4 Isolamento de Células Não-Parenquimais Hepáticas 

Após anestesia e exsanguinação dos animais pela incisão simultânea da 

aorta e veia cava caudal, os fígados foram coletados, processados e digeridos num 

meio RPMI contendo colagenase (Tipo VIII; 0.25 mg/g/animal; Sigma-Aldrich) sob 

agitação constante, a 37°C por 1 hora. As células foram separadas por 

centrifugações diferenciais intercaladas por lavagens. A suspensão final foi 

centrifugada a 300 g, a 4 °C por 5 minutos, com o sobrenadante descartado e a 

viabilidade celular testada pelo método de exclusão com azul de tripano. Para os 

tempos de 0, 4 e 7 dias, células hepáticas totais foram obtidas pela limitação na 

separação de células não-parenquimais dos hepatócitos com o emprego das 

centrifugações diferenciais. Portanto, o pellet total foi utilizado para os animais dos 

grupos de 0, 4 e 7 dias. Para todos os outros tempos de análise, o pellet final de 

experimentos independentes foi utilizado para Citometria de Massa por Tempo de 

Voo (Time-of flight mass cytometry – CyTOF), purificação de neutrófilos e ensaios 

de estresse oxidativo. Especificamente para os experimentos de CyTOF, 1 X 106 

células foram marcadas com anticorpos conjugados com isótopos como descrito em 

trabalho do grupo (NAKAGAKI et al., 2018).  
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3.5 Purificação de Neutrófilos 

Após o isolamento de células hepáticas não-parenquimais, essas populações 

foram incubadas com 1 μL de anticorpo anti-Ly6G conjugado com PE a 1 mg/mL (2 

μg/mL; BD Pharmingen) por 30 min a 4 °C. Depois do procedimento de incubação, 

as células foram lavadas em 2 mL de solução de tampão fosfato-salino (PBS) 1× 

suplementada com 2 mM de EDTA e 0,5% de albumina de soro bovino (BSA), 

seguida de centrifugação a 300 g, 4 °C, por 5 minutos. O pellet foi, então, incubado 

por 30 minutos em 10 μL de beads magnéticas anti-PE e lavado como descrito 

anteriormente. O pellet resultante foi ressuspendido em 3 mL de PBS 1× com 2 mM 

de EDTA e 0,5% de BSA e, em seguida, transferido para uma coluna de campo 

magnético (iMag; BD Biosciences) por 15 minutos. Em sequência, os tubos foram 

decantados e as amostras foram lavadas com 3 mL de PBS 1× com 2 mM de EDTA 

e 0,5% de BSA. A pureza dos neutrófilos foi avaliada em um citômetro Accuri C6. As 

células isoladas Ly6G+ foram centrifugadas em uma centrífuga cytospin (INBRAS) a 

500 rpm por 5 minutos e as lâminas foram coradas para imunofluorescência e com 

Panóptico Rápido. Para imunofluorescência, as células purificadas Ly6G+ foram 

incubadas por 15 minutos com DAPI (10 μM; cat. no. D3571) para a coloração dos 

núcleos. As imagens foram adquiridas usando um microscópio invertido Nikon 

Eclipse Ti acoplado a um cabeçote de escaneamento A1R, utilizando uma objetiva 

de 63×. Para a avaliação panóptica, foi utilizada uma objetiva de 40× em um 

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

O estresse oxidativo em células vivas foi medido pelo ensaio de CellRox. 

Depois do isolamento de células não-parenquimais, o pellet final foi incubado com 

apocinina (um inibidor clássico de NADPH oxidase) para o controle negativo, lavado 

e ressuspendido em 100 μL de PMA (WAY; CHOU; KING, 2000), composto, por 

outro lado, capaz de estimular a produção de ROS pela via de NADPH oxidase. 

Foram empregadas concentrações de 1, 10 e 100 nM por 1.5 hora a −4 °C na capela 

de fluxo laminar. Após, a amostra foi centrifugada a 300 g por 5 minutos, tendo o 

sobrenadante descartado e adicionada 50 μL de solução contendo CellROX a 5 μM 

em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino, incubada por 30 minutos a 37 

°C. Após a incubação, as células foram novamente centrifugadas a 300 g por 5 

minutos e lavadas 3 vezes com PBS 1×. Posteriormente, foram incubadas com 

anticorpo anti-Ly6G PE por 30 minutos a 4 °C, lavadas e ressuspendidas em 1 mL 

de Wash B para o ensaio de estresse oxidativo no citômetro de fluxo Accuri C6 

(Becton Dickinson). 
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Figura 4: Descrição do método empregado para o ensaio de estresse oxidativo das células 
hepáticas não-parenquimais isoladas. 

 

3.7 Processamento de Amostras e Ensaios de Mieloperoxidase (MPO) 

50 mg de fígado foram dispostos em tubos Eppendorf de 2 mL, com 500 µL 

de solução de extração de citocina contendo PBS 1×, NaCl, Tween 20, BSA, PMSF 

diluído em dimetilsulfóxido, EDTA e aprotinina. Os tubos foram homogeneizados e 

centrifugados a 10.000 rpm, 4 °C, por 10 minutos, com o descarte do sobrenadante. 

Em sequência, 950 µL de tampão 1 (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02 M anidro e Na2EDTA 

0,015 M) foi adicionado ao pellet e centrifugado como o descrito anteriormente. O 

sobrenadante foi mais uma vez descartado e o pellet foi ressuspendido em 750 µL 

de NaCl 0,2% frio. Após 30 segundos, 750 µL de NaCl 1,6% frio com glicose 5% foi 

adicionado ao tubo. Nesta etapa, 750 µL do volume foi coletado para o ensaio de 
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mieloperoxidase (MPO), realizando outra centrifugação com a mesma configuração. 

O pellet ressuspendido com 475 µL de tampão 2 (Na3PO4 0,05 M anidro e HETAB 

0,5%) e homogeneizado. Após 3 ciclos de congelamento e descongelamento usando 

nitrogênio líquido, o conteúdo foi centrifugado a 10.000 rpm, 4 °C, por 15 minutos. O 

pellet final foi descartado e o sobrenadante coletado. Para o ensaio, 25 µL do 

conteúdo dos tubos foi pipetado em uma placa de 96 poços, usando tampão 2 como 

branco. Adicionalmente, 25 µL de substrato TMB foi disposto nos poços e incubado 

por 5 minutos a 37 °C. Depois, 100 µL de H2O2 (0,002%) foi adicionado à placa e 

incubado nas mesmas condições. Finalmente, 100 µL de H2SO4 (1 M ou 2N) foi 

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

 

3.8 Análises Estatísticas 

As análises estatísticas e os gráficos foram feitos com o emprego do software 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software). Os resultados foram expressos como 

média ± SEM. As comparações entre os grupos foram realizadas usando análise de 

variância simples (One-way ANOVA) com o pós-teste de Dunnett. O nível de 

significância foi estabelecido em P < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Uma significativa população de granulócitos pode ser identificada no 

parênquima hepático de fetos e camundongos neonatos. 

Trabalhos anteriores do grupo já evidenciaram a expressiva contribuição do 

fígado neonatal como um sítio de desenvolvimento de populações imunes 

(NAKAGAKI et al., 2018). A identificação de leucócitos neste microambiente revela 

a frequência considerável, principalmente, de granulócitos (NAKAGAKI et al., 2018). 

Estes achados motivaram o emprego da técnica de Microscopia Confocal Intravital 

na investigação do tecido hepático de camundongos desde o seu nascimento, ao 0 

dia, até a vida adulta, 8 semanas de idade (Figura 5A). A escolha da técnica é 

justificada pela necessidade do entendimento da distribuição e comportamento 

destes granulócitos ao longo do desenvolvimento. E, neste sentido, identificamos 

marcante presença de células Ly6G+ no fígado de animais neonatos ao 0 dia, com 

volume que persistiu até a proximidade das 2 semanas de vida (Figura 5). Estas 

células, presumivelmente neutrófilos, se apresentam arredondadas e distribuídas 

igualmente por todo o campo analisado (Figuras 5D, 5E). Da mesma maneira, os 

sinusoides em animais neonatos podem ser percebidos maiores do que aqueles em 

fígados de animais adultos (Figura 5F). Estas observações contribuem para a 

identificação de algumas destas células fora do compartimento intravascular, 

possivelmente infiltrando o parênquima hepático (Figura 5F). Com 3 semanas de 

vida, os números de neutrófilos são reduzidos, alcançando as menores contagens 

em animais adultos, com 8 semanas (Figura 5C). As quantificações indicam padrões 
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conservados da presença dessas células no fígado, que só passam a ter números 

baixos e estáveis no período adulto (Figura 5C). Em contrapartida, camundongos 

neonatos e jovens são marcados por uma dinâmica absolutamente diferente, de 

contagens variáveis aumentadas de neutrófilos (Figuras 5B, 5C). Os dados, portanto, 

representados nesta cinética longitudinal somam questionamentos e, 

principalmente, aprofundam a compreensão da dinâmica de neutrófilos presentes no 

fígado ao longo da vida.  
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Figura 5: Imagens de Microscopia Confocal Intravital hepática para células Ly6G+ e análises 
quantitativas. (A) Ilustração descrevendo o método de Microscopia Confocal Intravital de 
fígados de camundongos de diferentes idades. (B) Imagens de Microscopia Confocal 
Intravital mostrando a presença de neutrófilos hepáticos durante o desenvolvimento dos 
camundongos: neutrófilos (verde) marcados com anti-Ly6G PE e sinusoides (vermelho) 
evidenciados com anti-CD31 APC. (C) Quantificação de células hepáticas Ly6G+ por campo 



 

   
 

34 

em camundongos de 0 dias até 8 semanas de idade. (D) Imagens de Microscopia Confocal 
de neutrófilos hepáticos de camundongos neonatos e adultos com quantificação de medidas 
individuais de neutrófilos hepáticos durante o desenvolvimento dos camundongos. (E) Painel 
de imagens de Microscopia Confocal evidenciando diferenças na presença e no perfil dos 
neutrófilos durante o desenvolvimento dos camundongos. (F) Reconstruções tridimensionais 
de microscopia confocal intravital evidenciando a relação entre neutrófilos hepáticos (verde, 
anti-Ly6G PE) e sinusoides (vermelho, anti-CD31 APC). APC = Allophycocyanin. 
 

Ainda, para certificar a identidade das populações celulares Ly6G+ analisadas 

como realmente neutrófilos, associamos a técnica de CyTOF com o intuito de 

aprofundar a imunofenotipagem específica com a definição de marcadores 

classicamente relacionados a neutrófilos ou mesmo aqueles pontualmente ausentes 

nestas células (Figura 6A). Esta estratégia possibilitou a análise de marcadores-

chave em diferentes estágios de desenvolvimento do modelo animal, além de 

confirmar a natureza neutrofílica das células Ly6G+ (Figura 6A). Os resultados da 

imufenotipagem por CyTOF permitiram observações muito profundas das 

expressões moleculares, sedimentando a descrição proposta em nossas 

investigações no período neonatal. Estas células Ly6G+ são caracterizadas pela 

expressão antecipada de marcadores associados a neutrófilos imaturos, como 

CD11b e Ly6C, além de, concomitantemente, não expressarem marcadores 

classicamente associados a outros leucócitos, como CD3, CD4, CD8, CD19 e 

CX3CR1, entre outros (Figura 6A). Consideramos também positiva, além da análise 

de marcadores celulares de superfície, a análise da morfologia destas células 

neonatais para a certificação de que se trata realmente de neutrófilos. Por isso, com 

a condução do isolamento de células Ly6G+ e a marcação histológica e 

imunohistoquímica, pudemos observar que esta população exibia características 
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também morfológicas clássicas de neutrófilos, principalmente a presença de núcleo 

multilobular (Figuras 6B, 6C). Somado a isto, as imagens imunohistoquímicas 

revelaram a expressão consistente de Ly6G em neutrófilos neonatais assim como 

em adultos (Figura 6D). Em suma, estes achados confirmam, de maneira ampla, por 

associação de técnicas diferentes, a identidade da população celular investigada 

como sendo a de neutrófilos.  

 

Figura 6: Caracterização dos granulócitos neonatais: durante a fase neonatal, há um perfil 
aumentado de células Ly6G+ no fígado de camundongos. (A) Pelo CyTOF, há a 
identificação, analisada com gates, de marcadores específicos de granulócitos para células 
Ly6G+. (B) Ilustração representando o método para o isolamento de células Ly6G+ do fígado 
de camundongos utilizando beads magnéticas anti-Ly6G. (C) Morfologia das células 
hepáticas Ly6G+ isoladas de camundongos neonatos sugerindo a presença significativa de 
neutrófilos. (D) Imunofluorescência das células hepáticas Ly6G+ isoladas de camundongos 
neonatos (0 d) e adultos (8 semanas). 
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4.2 Neutrófilos migram, de maneira sincronizada, do parênquima 

hepático para o lúmen dos sinusoides durante o desenvolvimento pós-natal. 

A anatomia e organização estrutural hepáticas impõem um desafio 

arquitetural para a presença de células imunes no parênquima. Isto se deve porque 

o fígado é composto majoritariamente por hepatócitos dispostos muito próximos uns 

dos outros, formando cordões de hepatócitos que são interpostos por sinusoides, a 

malha vascular hepática (BEN-MOSHE; ITZKOVITZ, 2019). Esta organização 

bastante compacta limita o espaço para a infiltração de células imunes no 

parênquima. Por consequência, a presença de células imunes neste microambiente 

é definida em nichos específicos, como a região subcapsular ou o compartimento 

intravascular (BEN-MOSHE; ITZKOVITZ, 2019; DAVID et al., 2016; FREITAS-

LOPES et al., 2017). Os cordões de hepatócitos criam uma barreira física que limita 

células imunes a estes compartimentos, o que ressalta a distintiva organização 

hepática no controle também espacial de componentes imunes (DAVID et al., 2016; 

FREITAS-LOPES et al., 2017; POUYABAHAR et al., 2023). Para tanto, com a 

necessidade de compreender a disposição espacial da população de neutrófilos 

naturalmente presente em fígados neonatais, empregamos reconstruções 

tridimensionais de imagens confocais intravitais ao longo de períodos de 

desenvolvimento do modelo animal. Esta técnica permite a visualização precisa, em 

microescala, das relações espaciais entre os neutrófilos em questão e a malha de 

sinusoides hepáticos. A aplicação de reconstrução tridimensional neste caso 

aprofunda, significativamente, a descrição proposta, sedimentando dados espaciais 
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precisos dos neutrófilos em diferentes fases de desenvolvimento. De fato, a 

quantificação de neutrófilos hepáticos presentes no compartimento intravascular em 

camundongos neonatais foi baixa (aproximadamente 25%) se comparada aos 

demais períodos analisados, além de indicar diretamente um aumento gradual da 

posição intravascular destas células com o avanço do período pós-natal (Figura 7A). 

Em 1 semana de idade, os neutrófilos se dividiam quase igualmente entre o 

parênquima e o ambiente intravascular, com cerca de 50% do número de células em 

cada, até que gradualmente passaram a ocupar o interior dos sinusoides com 75% 

de neutrófilos intravasculares nas 3 semanas de idade (Figuras 7A-C). Não somente 

foi possível distinguir a distribuição destas células ao longo do desenvolvimento, 

assim como foram também identificadas diferenças morfológicas a depender do 

microambiente ocupado pelos neutrófilos. Aqueles neutrófilos dispostos fora dos 

sinusoides, no parênquima, se apresentavam mais arredondados e dispostos mais 

próximos uns dos outros – manifestando um fenótipo de células imaturas ou 

progenitoras (Figura 7B). Por outro lado, os neutrófilos intravasculares puderam ser 

percebidos mais alongados e mais distantes uns dos outros pelo campo – 

manifestando, por sua vez, um fenótipo bastante próximo de leucócitos ativados 

(Figura 7B). Estas distinções morfológicas baseadas em localização sugerem 

potenciais modificações fenotípicas relacionadas ao microambiente, ressaltando, 

sobretudo, a possibilidade da influência hepática na maturação e ativação destes 

neutrófilos no tecido. Neste mesmo sentido, é somente nos estágios adultos do 

modelo animal em que são observadas medidas máximas da disposição 
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intravascular neutrofílica (Figuras 3A-C). Este padrão temporal bem definido indica 

que a estabilidade da relação entre neutrófilos e o microambiente hepático é somente 

alcançada na vida adulta. Estes achados revelam a disposição espacial dinâmica de 

neutrófilos no fígado em diferentes estágios do desenvolvimento e, sobretudo, 

reforçam a maturação gradual destas interações no período pós-natal. 

 



 

   
 

39 

 

Figura 7: Migração de neutrófilos hepáticos do parênquima para os sinusoides em 
camundongos ao longo da vida. (A) Quantificação de neutrófilos intravasculares hepáticos 
por campo durante o desenvolvimento dos camundongos. (B) Reconstruções 
tridimensionais de microscopia confocal intravital evidenciando a posição dos neutrófilos 
hepáticos em camundongos neonatos e adultos: neutrófilos (verde, anti-Ly6G PE) e 
sinusoides (vermelho, anti-CD31 APC). (C) Imagens de Microscopia Confocal Intravital 
revelando a disposição intravascular progressiva dos neutrófilos hepáticos durante o 
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desenvolvimento dos camundongos e sua quantificação em diferentes idades: neutrófilos 
intravasculares hepáticos por campo vão de 25,79% aos 0 dias para 89,69% às 8 semanas 
de idade em camundongos. APC = Allophycocyanin. 
 

4.3 O fígado fetal já abriga uma significativa população de neutrófilos. 

 O fígado fetal cumpre com um protagonismo fundamental nos estágios iniciais 

do desenvolvimento do sistema imune, assumindo o papel enquanto um dos 

primeiros órgãos imunes no início da vida (MOORE; METCALF, 1970). No entanto, 

a presença de neutrófilos no fígado neonatal levanta questões importantes sobre sua 

origem. Há a possibilidade de que estas células tenham sido recrutadas em resposta 

ao estado inicial de colonização da microbiota ou mesmo ao contexto inicial de 

exposição extrauterina (BALMER et al., 2014; LAWRENCE; CORRIDEN; NIZET, 

2018). De outra forma, é também plausível que estas células tenham sido originadas 

durante o desenvolvimento embrionário, já bastante relacionado ao fígado nesta fase 

(LAWRENCE; CORRIDEN; NIZET, 2018; MOORE; METCALF, 1970). Contudo, 

abordagens de imageamento que busquem responder estes questionamentos são 

muito dificultadas pela complexidade técnica imposta. Pontualmente, 

desenvolvemos uma estratégia que pudesse nos auxiliar frente ao desafio. Por meio 

do procedimento cirúrgico cauteloso conduzido ainda no camundongo fêmea em 

gestação, com a divulsão de tecidos, foi aplicada uma carga intravenosa de 

anticorpos fluorescentes diretamente na corrente sanguínea do embrião (Figura 8A). 

Com este método, poderíamos explorar as análises da presença de neutrófilos 

também no fígado de um animal ainda em desenvolvimento embrionário. Apesar do 

obstáculo técnico, esta estratégia, fundamentada pelo uso de anticorpos 
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fluorescentes, nos possibilitou uma investigação precisa da fase proposta no modelo 

animal. E, notadamente, foi possível a identificação de neutrófilos no fígado de 

embriões tão cedo quanto na segunda semana gestacional (aos 14.5 dias 

embrionários), em números muito próximos daqueles já obtidos em animais 

imediatamente após o nascimento (Figuras 8B, 8C). Deve-se ressaltar também que 

estas células ocupavam o ambiente extravascular, o parênquima hepático, 

significativamente (Figura 8B). Da mesma forma, os neutrófilos embrionários exibiam 

dimensões individuais maiores do que aquelas mensuradas em adultos, como área, 

diâmetro, comprimento, perímetro e largura (Figuras 8B, 8C). Estes achados 

implicam diretamente que estas células compõem uma distinta população de 

neutrófilos hepáticos residentes durante a fase embrionária, sedimentando ainda o 

entendimento do estabelecimento bastante antecipado desta população celular 

imune no fígado.  
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Figura 8: Neutrófilos já estão presentes no fígado de camundongos na segunda semana 
gestacional. (A) Ilustração descrevendo o método para Microscopia Confocal ex vivo de 
fígados de embriões. (B) Imagens de Microscopia Confocal Intravital e reconstruções 
tridimensionais descrevendo a presença de neutrófilos hepáticos já na segunda semana 
gestacional em camundongos: neutrófilos (verde, anti-Ly6G PE) e sinusoides hepáticos 
(vermelho, anti-CD31 APC). Quantificações descrevendo a principal disposição 
extravascular de neutrófilos na segunda semana gestacional em camundongos e medidas 
específicas de neutrófilos hepáticos considerando a circularidade e elongação das células 
em embriões e camundongos adultos (8 semanas de idade). (C) Medidas específicas de 
neutrófilos hepáticos comparadas entre embriões e camundongos adultos (8 semanas de 
idade). APC = Allophycocyanin; E = dia embrionário. 
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4.4 Neutrófilos fetais e neonatais formam clusters que se mantêm 

durante os primeiros dias de vida. 

Células imunes imaturas ou mesmo ativadas formam agregados celulares em 

órgãos linfoides, um aspecto fundamental do funcionamento do sistema imune. Este 

fenômeno, observado notadamente em tecidos linfoides como o baço e linfonodos, 

sugere um esforço direcionado destas células imunes para o estabelecimento de 

interações funcionais e potencialmente a viabilização de processos de maturação 

(GAGO DA GRAÇA; VAN BAARSEN; MEBIUS, 2021). A formação de agregados 

celulares pode facilitar a comunicação e coordenação entre células imunes imaturas, 

promovendo a troca de moléculas de sinalização e a construção de um nicho próprio 

para a progressão de sua maturação (GAGO DA GRAÇA; VAN BAARSEN; MEBIUS, 

2021). E dado o papel potencial do fígado como um órgão linfoide, principalmente 

nos primeiros estágios da vida, foi empregado o imageamento in vivo de fígados de 

camundongos em diferentes estágios do desenvolvimento para análise da presença 

e de características particulares de clusters de neutrófilos hepáticos. Neste caso, 

estes neutrófilos se organizam em clusters múltiplos em fígados fetais e neonatais 

até a proximidade do quarto dia de idade (Figura 9A). As quantificações destes 

clusters revelam sua frequência máxima nos dias 0 e 4 de idade, com a contagem 

de células por clusters variando entre 2 a 6 células por agregado (Figura 9B). Ainda 

que clusters isolados tenham sido identificados na segunda e quarta semanas de 

vida, nenhum pôde ser identificado em animais adultos (Figura 9B). Estes dados 

somados indicam que o fenômeno de agregação de neutrófilos no fígado se dá 
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exclusivamente no estágio embrionário e até a segunda semana pós-natal.    

 

Figura 9:	 	 Aglomerados de neutrófilos hepáticos identificados no início da vida em 
camundongos. (A) Reconstruções tridimensionais de Microscopia Confocal Intravital 
representando a identificação de aglomerados de neutrófilos hepáticos (verde, anti-Ly6G 
PE), sendo mais comuns no início da vida em camundongos. (B) Quantificação do número 
de aglomerados e do número de células por aglomerado durante o desenvolvimento dos 
camundongos. 
 

4.5 Neutrófilos neonatais exibem padrões reduzidos de velocidade e 

migração comparados a adultos. 

Neutrófilos são uma das mais rápidas células em motilidade do corpo humano. 

Este comportamento é fundamental no cumprimento de seu papel no 

estabelecimento de respostas imunes céleres e eficientes na fase aguda da 
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inflamação (BURN et al., 2021; MANTOVANI et al., 2011). Estas são células 

especializadas na migração direcionada por gradientes quimiotáticos e sítios de 

infecção, na garantia de respostas imunológicas efetivas contra patógenos 

(METZEMAEKERS; GOUWY; PROOST, 2020). Portanto, a investigação das 

capacidades migratórias de neutrófilos compreende uma importante ferramenta no 

entendimento do fenótipo dinâmico destas células em diferentes estágios do 

desenvolvimento (RAYMOND et al., 2017). Sua habilidade de migração rápida não 

é apenas inerente a seu papel na vigilância imunológica, assim como também reflete 

sua adaptabilidade e responsividade a um espectro de sinalizações do 

microambiente (METZEMAEKERS; GOUWY; PROOST, 2020). Esta ênfase na 

migração de neutrófilos permite a compreensão de nuances dinâmicas destas 

células imunes ao longo de diferentes fases do modelo animal, contribuindo para o 

entendimento mais profundo de seu papel no sistema imune como um todo.  

 O grupo já desenvolveu anteriormente um modelo de necrose hepática focal 

induzida por uma lesão termal precisa na superfície do tecido (MARQUES et al., 

2015). Com o emprego desta abordagem, foi possível, pela primeira vez, observar a 

responsividade de neutrófilos em fígados de camundongos neonatos in vivo (Figura 

10A). E, surpreendentemente, apesar da significativa presença destas células no 

período neonatal, elas manifestaram um comportamento quase que séssil, com 

mínima reação ao modelo de lesão estéril focal (Figura 10B). Em absoluto 

contraponto ao que se pode observar em animais adultos, com o emprego do mesmo 

modelo, em que neutrófilos são vistos em considerável e rápida migração, em 
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minutos, para o foco de células mortas (Figura 10B; Vídeo Suplementar 5). Com a 

primeira semana de idade, com o imageamento in vivo por cerca de 4 horas, os 

mesmos neutrófilos hepáticos começaram a manifestar baixos níveis de 

deslocamento, velocidade, aceleração e comprimento de trajetória, confirmando que, 

nesta fase, esta população é realmente limitada em sua capacidade migratória 

(Figura 10C; Vídeos Suplementares 1, 2 e 3). No ponto das três semanas pós-natal, 

os neutrófilos adquiriram uma resposta extremamente eficiente até a necrose, 

manifestando um comportamento de deslocamento ainda mais rápido e direcionado 

até a lesão, como mensurado pelas quantificações de padrões de células individuais 

em vídeos de Microscopia Confocal (Figura 10D; Vídeos Suplementares 4 e 5). Estes 

dados contribuem profundamente para o entendimento da evolução temporal do 

comportamento de neutrófilos em resposta a lesões hepáticas, apesar do número de 

células abrigadas por este órgão, ressaltando a natureza dinâmica da resposta 

imune ao longo do desenvolvimento.  
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Figura 10: Padrão de movimentação dos neutrófilos hepáticos durante o desenvolvimento 
dos camundongos e produção de ROS. (A) Ilustração representando o método para analisar 
o padrão de movimento dos neutrófilos hepáticos em resposta à dinâmica quimiotática de 
lesões hepáticas por queimadura através de Microscopia Confocal intravital. (B) Quadros de 
vídeo de 4 h de gravação de Microscopia Confocal Intravital evidenciando a diferença entre 
o padrão de movimento em resposta à dinâmica quimiotática dos neutrófilos hepáticos em 
idade precoce (2 dias) e em camundongos adultos (8 semanas) induzidos por lesão hepática 
por queimadura: neutrófilos (verde, anti-Ly6G PE) e área da lesão por queimadura (linha 
vermelha tracejada). (C) Quantificação do deslocamento, aceleração, velocidade e 
comprimento do trajeto dos neutrófilos hepáticos em diferentes idades de camundongos 
induzidos pela resposta quimiotática à lesão por queimadura. (D) Gráficos polares 
descrevendo o deslocamento de cada neutrófilo hepático durante o desenvolvimento dos 
camundongos. Cada seta colorida representa um neutrófilo específico. (E) Quantificação da 
porcentagem de células Ly6G produtoras de ROS em diferentes idades no fígado de 
camundongos. (F) Intensidade de fluorescência mediana (MFI) revelando a produção de 
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ROS por células hepáticas Ly6G+ isoladas. (G) Quantificação da atividade de MPO em 
amostras de fígado e (H) valores normalizados de unidades arbitrárias por contagem de 
neutrófilos em estudos de intravital. P < 0,05, análise de variância. 
 

4.6 Neutrófilos em neonatos produzem volumes significativos de MPO e 

são mais capazes de liberação de ROS quando induzidos por PMA comparados 

a outros períodos. 

Neutrófilos possuem uma distintiva habilidade de produção de espécies 

reativas de oxigênio não só para regulação da homeostase (SIES; JONES, 2020), 

mas também para composição de seu arsenal antimicrobiano. Este processo, para 

além de envolver a liberação rápida de ROS, pode incluir o lançamento de 

superóxido e radicais hidroxila, de óxido nítrico, dióxido de nitrogênio e peroxinitrito 

(EL-BENNA et al., 2016). A produção de ROS por neutrófilos cumpre com múltiplas 

funções cruciais para a resposta imune e pode ser originada pela via de NADPH 

oxidase ou por vias alternativas, como a de GPD2 (CAO et al., 2022). Primeiramente, 

ROS são potentes agentes antimicrobianos que auxiliam na destruição de patógenos 

fagocitados, em fagossomos (EL-BENNA et al., 2016). Em segundo lugar, são 

também capazes de modular vias de sinalização, influenciando o recrutamento e 

ativação de outras células imunes (EL-BENNA et al., 2016; SOEHNLEIN; LINDBOM; 

WEBER, 2009). Enquanto a produção de ROS é fundamental para o combate de 

patógenos, o desequilíbrio ou sua geração excessiva pode levar a estresse oxidativo 

e dano tecidual (EL-BENNA et al., 2016). Por consequência, a regulação precisa de 

ROS por neutrófilos é essencial na manutenção do delicado equilíbrio entre 

imunidade protetiva e prevenção de danos colaterais aos tecidos do hospedeiro (EL-
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BENNA et al., 2016; METZEMAEKERS; GOUWY; PROOST, 2020). 

 

Figura 11:	 	A responsividade de neutrófilos no estabelecimento da resposta inflamatória, 
adaptado de outro trabalho (BURN et al., 2021). Quando ativados, neutrófilos combatem 
diretamente os agentes infecciosos pela atuação fagocítica, com a destruição do patógeno 
em fagossomos, ou mesmo pela liberação de espécies reativas de oxigênio, proteases, 
netose e citocinas que regulam a atividade de outras células imunes.  

 

 Com o objetivo de se observar as diferenças neste sentido de neutrófilos 

hepáticos em diferentes fases do desenvolvimento pós-natal, estas células foram 

isoladas e incubadas com PMA, molécula capaz de potente ativação celular, para 

que, posteriormente, fosse quantificada a produção de ROS por citometria de fluxo. 

Enquanto resultados, a produção de ROS foi identificada nos neutrófilos 

independentemente da idade do grupo observado (Figura 10E). No entanto, um 



 

   
 

50 

achado bastante inesperado foi obtido na quantificação da produção de ROS por 

média da intensidade de fluorescência de cada célula. Neutrófilos de camundongos 

de 1 semana manifestaram níveis consideravelmente altos de liberação de ROS por 

célula, alcançando níveis 7 a 10 vezes mais altos de produção se comparados a 

adultos ou a qualquer outro grupo analisado (Figura 10F). Isto sugere que, apesar 

da limitada capacidade de migração, estes neutrófilos neonatais podem compensar 

esta deficiência pela predisposição ao lançamento de ROS em resposta a estímulos. 

Em experimentos independentes, amostras hepáticas de neonatos e adultos 

coletadas foram direcionadas a ensaios da atividade de MPO, mieloperoxidase – um 

importante marcador da presença e atividade de neutrófilos. E, em consonância com 

os achados anteriores, identificamos níveis também muito significativos de atividade 

de MPO em amostras de neonatos se comparadas a camundongos de 3 semanas e 

adultos (Figura 10G). Notavelmente, mesmo com a normalização de unidades de 

MPO pela contagem de células das imagens de Microscopia Confocal, 

consistentemente níveis muito elevados da atividade de MPO foram identificados em 

amostras de fígados de neonatos (Figura 10H). Apesar da deficiência migratória 

destas células nas fases iniciais de desenvolvimento do modelo animal, estas células 

parecem exibir um importante repertório enzimático para lidar com desafios 

possíveis no período pós-natal. 

Unidas, as complexidades das funções neutrofílicas, particularmente a sua 

produção de ROS, revelam os múltiplos papéis que estas células desempenham na 

resposta imune. O delicado equilíbrio na produção de ROS é fundamental no 
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combate efetivo de patógenos nos primeiros momentos da vida extrauterina. Ainda 

que bastante limitado o seu potencial migratório, os dados sugerem um mecanismo 

compensatório – o que reforça a adaptabilidade dinâmica destas células imunes em 

resposta a estímulos.  
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5. DISCUSSÃO 

A trajetória histórica de trabalhos focados em neutrófilos revela uma jornada 

fascinante de descobertas, do seu reconhecimento inicial como fagócitos até este 

ponto de exploração contínua de suas intrincadas funções na infecção, inflamação e 

imunorregulação (BURN et al., 2021; MANTOVANI et al., 2011; SHIM; DENISET; 

KUBES, 2022). Desde então, progressivamente, são alcançadas mais camadas 

deste papel crítico que os neutrófilos desempenham como defensores de primeira 

linha, orquestrando respostas imunes robustas contra infecções, enquanto garante 

o delicado equilíbrio da homeostase imunológica (SHIM; DENISET; KUBES, 2022). 

Neste trabalho, nós descrevemos novas características da dinâmica destas células 

ao longo de estágios de desenvolvimento, focado particularmente nas populações 

de neutrófilos hepáticos, enriquecendo a compreensão da imunologia no início da 

vida. Nossos dados demonstram, claramente, que ocorre uma significativa mudança 

na composição de granulócitos no fígado durante o desenvolvimento pós-natal, 

expondo alterações progressivas de seus atributos funcionais. A alta frequência de 

granulócitos no fígado de neonatos, como revelado pela combinação de CyTOF e 

Microscopia Confocal Intravital, permite a contemplação do quão único é o 

microambiente hepático imune nos primeiros estágios da vida, sugerindo que – em 

absoluto contraponto aos conceitos anteriores – os neutrófilos se acumulam em 

órgãos para exercer funções fisiológicas também. Considerando seus padrões 

alterados de migração e morfologia particular, estas células podem ser descritas 

como um estágio intermediário entre células em banda e neutrófilos maduros, já que 
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pudemos identificar a atividade de enzimas como MPO em seus grânulos (HÄGER; 

COWLAND; BORREGAARD, 2010).  Na verdade, foi sugerido na literatura que 

alterações na expressão de TRAM-1 e baixa expressão de CD177 poderiam estar 

associadas com contextos de deficiência migratória de neutrófilos – o que poderia, 

ao menos em parte, consistir em uma nova possibilidade de investigação da 

ontogenia hepática de neutrófilos (LIN et al., 2020, 2023).  Além disso, o uso de 

Microscopia Confocal Intravital hepática ilumina o comportamento espacial e 

temporal destes neutrófilos hepáticos neonatais, provendo uma nova perspectiva em 

tempo real. A presença substancial de células Ly6G+ em fígados neonatais, 

persistindo até a proximidade da segunda semana de vida, desafia a noção do 

caráter linfoide do microambiente imune hepático, sugerindo que, por um significativo 

período do desenvolvimento pós-natal, o fígado pode ser governado por células 

mieloides. Nossos dados também desvelam trajetórias migratórias muito distintas 

destes neutrófilos no fígado: inicialmente, muito disposta no compartimento 

extravascular, para, subsequentemente, haver uma coordenada migração do 

parênquima para o lúmen dos sinusoides (Figura 7). Esta dinâmica guiou nossas 

observações para o exame dos mecanismos responsáveis pelo fenômeno. Há a 

possibilidade de que sinusoides mais largos em neonatos podem facilitar a migração 

celular, permitindo movimentos mais fluidos de neutrófilos entre compartimentos. 

Adicionalmente, a progressiva arquitetura bastante densa da organização celular 

hepática consiste em uma limitação para a presença de células imunes no 

parênquima (DAVID et al., 2016; FREITAS-LOPES et al., 2017). Estas intrincadas 
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relações de características estruturais com a dinâmica de neutrófilos ressaltam a 

adaptabilidade destas células ao seu microambiente, além de sua regulação na 

coordenação de respostas imunes no fígado ao longo de diferentes estágios de 

desenvolvimento. A caracterização ampla de células Ly6G+ não apenas revela sua 

identidade como neutrófilos, mas também expõe um perfil molecular particular (XIE 

et al., 2020). A associação de marcadores indicadores de neutrófilos com a ausência 

da expressão de marcadores relacionados a outros tipos de leucócitos, confirma a 

presença espontânea desta população. Para além, a extensão da análise, não 

considerando apenas marcadores de superfície, com a avaliação da morfologia 

celular, validada com a purificação de Ly6G e imunohistoquímica, inequivocamente 

confirma a identidade destas células como neutrófilos sob condições experimentais.  

A presença significativa de uma população de neutrófilos no fígado 

embrionário também desafia conceitos estabelecidos da literatura a respeito de 

condições temporais do desenvolvimento destas células no fígado (KIEUSSEIAN et 

al., 2012; PALIS et al., 1999). Classicamente, o acúmulo de neutrófilos no fígado 

estaria associado exclusivamente a contextos agudos de inflamação e o 

entendimento vigente considera órgãos linfoides, como o baço e a medula, como os 

reservatórios primários de neutrófilos sob condições homeostáticas (PETTY et al., 

2009; WOLBER et al., 2002). Nossos dados, por outro lado, não só expandem nosso 

conhecimento sobre a distribuição de neutrófilos, assim como fundamenta a 

necessidade da reavaliação dos considerados reservatórios de granulócitos pelo 

corpo. Contrário ao conceito de que neutrófilos poderiam rapidamente migrar para o 
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fígado em resposta ao início do contato com produtos da colonização da microbiota 

após o nascimento, nossos dados de fígado embrionário refutam esta hipótese 

(ZHONG et al., 2023). A evidência convincente da presença de neutrófilos no 

parênquima hepático durante a vida intrauterina, desafia a discussão de que sua 

migração é isoladamente estimulada por estímulos externos (Figura 8). Este achado 

implica em uma relação mais complexa e intrínseca entre neutrófilos e o 

desenvolvimento do próprio microambiente hepático. Além do mais, nossos dados 

da limitada movimentação e deslocamento de neutrófilos em resposta ao modelo de 

lesão termal focal sugere um caráter muito mais fisiológico do que reativo da 

presença de neutrófilos no fígado de neonatos (Figura 10; Vídeos Suplementares 1-

5). A presença de neutrófilos em fígados neonatais parece ser um componente 

integral e orquestrado de seu próprio desenvolvimento fisiológico. Em suma, nossos 

dados lançam luz em dimensões ainda inexploradas do comportamento de 

neutrófilos, enfatizando sua conexão intrínseca aos processos de desenvolvimento 

do fígado ao invés de ser apenas uma consequência de estímulos externos.  

Ademais, o inovativo imageamento in vivo da migração de neutrófilos em 

fígados de neonatos permite um entendimento profundo da dinâmica destas células 

imunes durante um estágio crítico do desenvolvimento (Figura 5). E, 

surpreendentemente, mesmo com a presença significativa de neutrófilos no fígado 

neonatal, estas células foram pouco capazes de reagir ao modelo de lesão estéril, 

com baixa velocidade e limitada migração em resposta aos gradientes quimiotáticos 

até o ponto de necrose (Figura 10; Vídeos Suplementares 1-5). Estas observações 
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desafiam as correlações assumidas entre a presença significativa de neutrófilos e a 

resposta efetiva a contextos de lesão tecidual (RAYMOND et al., 2017), reforçando 

a necessidade da compreensão em nuances da dinâmica neonatal imune. Ainda, há 

registros de que a produção de ROS facilite a migração neutrofílica – o que enfatiza 

a complexidade de processos imunológicos no início da vida (HATTORI et al., 2010). 

Somados, nossos dados também reforçam implicações a cerca da suscetibilidade 

de neonatos a infecções (LI; SHEN; QIAN, 2023). A capacidade migratória 

comprometida de neutrófilos em fígados de neonatos desvela uma imaturidade geral 

do sistema imune no período neonatal, em que a eficácia de respostas imunes, 

naturalmente dependentes de neutrófilos, ainda está evoluindo. Neste mesmo 

sentido, o grupo já observou anteriormente, a partir do uso de Microscopia Confocal 

Intravital, que células de Kupffer são relativamente ineficazes no catching de 

bactérias circulantes no fluxo sanguíneo no microambiente hepático, provavelmente 

pela baixa expressão de genes relacionados a fagocitose, como Crig e CD168 

(NAKAGAKI et al., 2018). No geral, a imaturidade da resposta imune hepática pode 

contribuir para a vulnerabilidade aumentada de neonatos considerando infecções, já 

que o próprio sistema imune, pontualmente os leucócitos, podem ainda não possuir 

os mecanismos necessários para os níveis ideais de migração, reconhecimento e 

eliminação de patógenos. Em contrapartida, apesar da reduzida motilidade destas 

células, estes dados indicam um tipo de mecanismo potencialmente compensatório 

em neutrófilos neonatais, já que, em amostras de animais de 1 semana de idade, 

neutrófilos manifestam aumentada capacidade da liberação de ROS quando 
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estimulados (Figura 10F). Por consequência, há a sugestão da dinâmica 

adaptabilidade da resposta imune no período neonatal, em que os parâmetros 

migratórios de neutrófilos parecem ser contrabalanceados pela considerável 

produção de agentes antimicrobianos. Aliás, este aparente mecanismo 

compensatório pode ser fundamental para a resposta imune neonatal, ressaltando a 

complexidade do equilíbrio de funções inerentemente imunes nas fases iniciais do 

desenvolvimento.  
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6. CONCLUSÕES 

 Este trabalhou descreveu, pela primeira vez, uma população de neutrófilos 

até então desconhecida que coloniza o fígado de camundongos desde a vida 

intrauterina até a proximidade da terceira semana pós-natal. Além do mais, foi 

possível identificar a migração coordenada destas células do parênquima para o 

compartimento intravascular, uma evolução da disposição espacial que se dá 

concomitantemente com o desenvolvimento do próprio fígado. Apesar da presença 

significativa destes neutrófilos hepáticos no período analisado, estas células 

manifestaram limitada capacidade migratória e responsividade, aparentemente 

compensadas pela aumentada produção de agentes antimicrobianos na primeira 

semana de vida, como ROS, comparada a todos os demais grupos observados. 

Além de descrever aspectos inéditos de neutrófilos residentes hepáticos, estes 

achados também desafiam paradigmas do campo, reforçando a urgente 

necessidade da reavaliação do entendimento das interações imunes e da imunologia 

estabelecida no início da vida como um todo, além, naturalmente, das relações 

complexas entre células imunes e o microambiente hepático nos primeiros estágios 

de desenvolvimento.  
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Vídeo Suplementar 3: Microscopia Confocal Intravital – 1 semana de idade 
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Abstract
The elusive nature of the liver immune system in newborns remains an important challenge, casting a shadow over our understanding of 
how to effectively treat and prevent diseases in children. Therefore, deeper exploration into the intricacies of neonatal immunology 
might be crucial for improved pediatric healthcare. Using liver intravital microscopy, we unveiled a signi!cant population of 
granulocytes in the hepatic parenchyma of fetuses and newborns. Utilizing high-dimensional immunophenotyping, we showed 
dynamic alterations predominantly in granulocytes during neonatal development. Liver intravital microscopy from birth through 
adulthood captures real-time dynamics, showing a substantial presence of Ly6G+ cells that persisted signi!cantly up to 2 wk of age. 
Using time-of "ight mass cytometry, we characterized neonatal Ly6G+ cells as neutrophils, con!rmed by morphology and 
immunohistochemistry. Surprisingly, the embryonic liver hosts a distinct population of neutrophils established as early as the second 
gestational week, challenging conventional notions about their origin. Additionally, we observed that embryonic neutrophils occupy 
preferentially the extravascular space, indicating their early establishment within the liver. Hepatic neutrophils in embryos and 
neonates form unique cell clusters, persisting during the initial days of life, while reduced migratory capabilities in neonates are 
observed, potentially compensating with increased reactive oxygen species release in response to stimuli. Finally, in vivo imaging of 
acute neutrophil behavior in a newborn mouse, subjected to focal liver necrosis, unveils that neonatal neutrophils exhibit a reduced 
migratory response. The study provides unprecedented insights into the intricate interplay of neutrophils within the liver, shedding 
light on their functional and dynamic characteristics during development.
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1. Introduction
The liver is traditionally recognized for its vital role in metabolism 
and detoxi!cation. In the last decades, however, liver has emerged 
as a complex immunologic organ from embryogenesis to adult-
hood.1–3. During embryonic development, the liver is one of the 
!rst organs to develop, and its vital immunologic functions begin 
early in gestation.4 Hepatic immune cells, including Kupffer cells, 
arise from yolk sac–derived hematopoietic progenitors, contribut-
ing to the establishment of immune tolerance in the developing 
fetus.5,6 As the individual matures, the liver continues to play a 
crucial role in immune regulation.7,8 In fact, hepatocytes—the pri-
mary parenchymal cells of the liver—are also actively involved in 
the production of acute-phase proteins and cytokines, contribut-
ing to the orchestration of immune responses in all periods of 
life.9,10 Recent discoveries in immunology have unveiled the intri-
cate interplay between liver cells and immune components, high-
lighting the liver’s dual role as a site of immune tolerance and 
activation.11 The liver’s unique microenvironment, characterized 
by continuous exposure to gut-derived antigens and blood-borne 

pathogens, needs a !ne-tuned balance between immune activa-
tion and suppression.12 Understanding these mechanisms has be-
come a focal point in the !eld, with an increasing number of 
studies supporting this approach as a promising venue for 
therapeutics.

In fact, targeting speci!c immune cells within the liver holds 
promise for the development of novel treatments for autoimmune 
diseases, liver infections, and even liver cancers.13,14 The modula-
tion of immune responses in the liver has become a focal point in 
the design of therapeutic strategies aimed at restoring immune 
homeostasis.15 As we delve deeper into the molecular and cellular 
aspects of liver immunology, the potential for tailored interven-
tions continues to expand, providing new hope for patients facing 
a spectrum of diseases which are caused by disorders in immune 
cells. Among all leukocytes, granulocytes—particularly neutro-
phils—hold a critical position in the immune response, acting as 
the frontline defenders against invading pathogens.16 Rapidly re-
cruited to sites of infection or sterile tissue damage, neutrophils 
exhibit high mobility guided by chemotactic signals.16,17 Their 
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principal function lies in phagocytosis, wherein they engulf and 
neutralize microorganisms through the release of antimicrobial 
proteins and reactive oxygen species (ROS).18 Neutrophils also 
contribute to in!ammation by releasing cytokines, chemokines, 
and lipid mediators (including LTB4), orchestrating the recruit-
ment of other immune cells.16 More recently, it has been eluci-
dated that neutrophils possess a sophisticated mechanism for 
combating infection through the meticulous process of releasing 
DNA bound to histones and enzymes, known as NETosis or neu-
trophil extracellular trap release. While their indispensable role 
in maintaining health is well established, the dual nature of neu-
trophils poses challenges, as their dysregulation can lead to in-
!ammatory disorders, autoimmune diseases, and tissue injury.19

Neutrophils, much like the majority of other immune cells, 
have predominantly been studied in the context of diseases or 
perturbed conditions.16 However, there is a signi"cant gap in our 
understanding of the homeostatic functions of these unique im-
mune cells. The vast body of research has understandably priori-
tized unraveling the role of neutrophil responses during infections 
or in!ammatory disorders, providing valuable insights into their 
pathogenic roles.16,18,19 Yet, the lack of comprehensive investiga-
tions into the baseline behavior and regulatory mechanisms of 
neutrophils in the absence of external challenges hinders a holis-
tic comprehension of their contributions to immune homeosta-
sis.20,21 This dual role becomes even more complex in the 
context of newborns, in which the precise role of neutrophils in 
the early immune response is still under investigation.22

Unraveling the intricacies of granulocyte function in neonates is 
essential for comprehensively understanding the immune land-
scape during the early stages of life and may shed light on poten-
tial vulnerabilities or unique mechanisms that operate in this 
critical period.23 In this study, we described a novel population 
of spontaneously occurring neutrophils within fetal and newborn 
livers, showcasing distinctive spatial distribution and chemotac-
tic behavior as compared with their adult counterparts. These in-
sightful "ndings have the potential to highlight previously 
unrecognized distinctions in the hepatic immune system between 
newborns and adults.

2. Methods
2.1 Animals
Both male and female C57BL/6 wild-type adult mice were taken 
from Centro de Bioterismo at the Universidade Federal de Minas 
Gerais (Brazil). Animals at different ages (0 and 4 d; 1, 2, 3, and 
4 wk) were generated by matrixes with 2 female mice per male 
per cage. All animals were housed in acrylic cages with "ltered 
air system (Alesco; 5 mice/cage) in a conventional speci"c 
pathogen-free facility at the Universidade Federal de Minas 
Gerais with water and food (Nuvilab autoclaved rodent chow) pro-
vided ad libitum and a light/dark cycle (12/12 h) digitally con-
trolled. All experiments with mice were approved by Animal 
Ethics Committee from Universidade Federal de Minas Gerais 
(register number 034/2017), following international guidelines 
for animal care.

2.2 Intravital confocal microscopy
Confocal microscopy imaging was performed as described previ-
ously.24 Confocal images were acquired using an inverted Nikon 
Eclipse Ti microscope coupled with an A1R scanning head 
(Nikon) with no alterations. To visualize speci"c cell populations, 
prior to imaging, mice received intravenously a mixture or a single 

dose of the !uorescent antibodies anti-Ly6G phycoerythrin (PE) 
(0.35 μL/g, clone 1A8; BD Biosciences) for neutrophil staining 
and anti-CD31 allophycocyanin (APC) (0.66 μL/g, clone 390; 
BioLegend) for endothelium staining diluted in sterile saline. 
Digital quanti"cation was made by Volocity (6.3; PerkinElmer) 
and NIS-Elements (Nikon Instruments).

2.3 In vivo chemotaxis model
In vivo chemotaxis model was used to induce a sterile tissue lesion 
in accordance with the hepatic confocal microscopy protocol.24 A 
heated needle adapted into a cauterizer unit was employed to pre-
cisely create a focal thermal lesion upon contacting within liver 
surface. At 40 min prior to the anesthesia (solution of 400 μL of ket-
amine and 150 μL of xylazine diluted in 450 μL, 5 μL/g) and surgery, 
mice were intravenously injected with Ly6G-PE antibody for neu-
trophil staining. During a 2- to 4-h "lming period, the animals re-
ceived small doses of anesthesia and saline solution and were 
maintained at a controlled temperature. Video analysis using 
NIS-Elements Viewer 4.50 software allowed observation of param-
eters like neutrophil displacement, distance traveled toward the 
lesion, and trajectory speed.

2.4 Isolation of liver nonparenchymal cells
Liver nonparenchymal cells from mice were isolated as reported 
previously.25 The livers were digested in a collagenase solution 
(Type VIII; 0.25 mg/g animal; Sigma-Aldrich) and the cells were 
separated by differential centrifugations interspersed with 
washes. For the time points 0, 4, and 7 d, total hepatic cells were 
obtained due to a limitation in separating nonparenchymal cells 
from hepatocytes through differential centrifugation. Brie!y, 
mice were anesthetized and then exsanguinated by simultaneous 
incision of the aorta and inferior vena cava. The livers were re-
moved, minced, and digested in RPMI medium with collagenase 
under constant agitation at 37 °C for 1 h. The suspension was cen-
trifuged at 300 g, 4 °C for 5 min, the supernatant was discarded, 
and cell viability was assessed using the Trypan Blue Exclusion 
method. The total cell pellet was used for animals in the 0-, 4-, 
and 7-d groups. For all mice ages, the "nal cell pellet of independ-
ent experiments was used for time-of !ight mass cytometry 
(CyTOF), neutrophil puri"cation and oxidative stress assay. For 
CyTOF experiments, 1 × 106 cells were stained with isotope- 
conjugated antibodies as previously described.3

2.5 Neutrophil puri!cation
After liver nonparenchymal cell isolation, cells underwent incu-
bation with 1 μL of anti-Ly6G antibody conjugated with PE at 
1 mg/mL (2 μg/mL; BD Pharmingen) for 30 min at 4 °C. Following 
incubation, cells were washed in 2 mL of a solution of phosphate- 
buffered saline (PBS) 1 ×  supplemented with 2 mM EDTA and 
0.5% bovine serum albumin (BSA) followed by a subsequent cen-
trifugation at 300 g, 4 °C, for 5 min. The pellet was incubated for 
30 min in 10 μL of anti-PE magnetic beads and washed as described 
previously. The resulting pellet was resuspended in 3 mL of PBS 
1 ×  with 2 mM EDTA and 0.5% BSA and then transferred to a mag-
netic "eld column (iMag; BD Biosciences) for 15 min. 
Subsequently, the tubes were decanted and the samples were 
washed once with 3 mL of PBS 1 ×  with 2 mM EDTA and 0.5% 
BSA. Neutrophils purity was assessed in an Accury C6 cytometer. 
Ly6G+ isolated cells were then centrifuged in a cytospin centrifuge 
(INBRAS) at 500 rpm for 5 min and slides were stained for im-
muno!uorescence and with Rapid Panoptic. For immuno!uores-
cence, puri"ed Ly6G+ cells were incubated for 15 min with DAPI 
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(10 μM; cat. no. D3571) for nuclei staining. Images were acquired 
using an inverted Nikon Eclipse Ti microscope coupled with an 
A1R scanning head and a 63 ×  objective was used. For panoptic 
analysis, a 40 ×  objective on a light microscope (Olympus) 
was used.

2.6 Oxidative stress
CellROX assay was performed to measure oxidative stress in live 
cells. After nonparenchymal liver cell isolation, the !nal pellet 
was incubated with apocynin (an NADPH oxidase inhibitor) as a 
negative control, washed, and resuspended in 100 μL of PMA, a 
compound stimulating ROS production26 via NADPH oxidase, at 
concentrations of 1, 10, and 100 nM for 1.5 h at −4 °C within the 
laminar "ow hood. After this time, the sample was centrifuged 
at 300 g for 5 min, the supernatant was removed, and 50 μL of a 
solution containing CellROX at 5 μM in RPMI medium supple-
mented with fetal bovine serum was added. The sample was incu-
bated for 30 min at 37 °C. Following incubation, cells were 
centrifuged at 300 g for 5 min and then washed 3 times with PBS 
1×. Subsequently, cells were incubated with anti-Ly6G PE anti-
body for 30 min at 4 °C, washed and resuspended in 1 mL of 
Wash B for oxidative stress assay in a Accuri C6 Flow cytometer 
(Becton Dickinson).

2.7 Sample processing and myeloperoxidase 
assay
With 50 mg of liver tissue placed in Eppendorf tubes of 2 mL, 
500 µL of a cytokine extraction solution containing PBS 1×, 
NaCl, Tween 20, BSA, PMSF diluted in dimethyl sulfoxide, 
EDTA, and aprotinine was added. The tube contents were homo-
genized and centrifuged at 10,000 rpm, 4 °C for 10 min, after 
which the supernatant was discarded. Subsequently, 950 µL of 
buffer 1 (consisting of NaCl 0.1 M, Na3PO4 0.02 M anhydrous, 
and Na2EDTA 0.015 M) was added to the pellet, followed by an-
other round of centrifugation at the same settings. The super-
natant was again discarded, and the pellet was resuspended in 
750 µL of cold NaCl 0.2%. After 30 s, 750 µL of cold NaCl 1.6% 
with glucose 5% was added to the tube. At this stage, 750 µL 
of the volume was collected for the myeloperoxidase (MPO) as-
say, conducting another centrifugation with the same con!gur-
ation. The pellet was then resuspended with 475 µL of buffer 2 
(comprising Na3PO4 0.05 M anhydrous and HETAB 0.5%) and ho-
mogenized. Following 3 cycles of freezing and thawing using li-
quid nitrogen, the contents were centrifuged at 10,000 rpm, 4 °C 
for 15 min. The pellet could be discharged, and the supernatant 
was collected. For the assay, 25 µL of the contents from the 
tubes was pipetted into a 96-well plate, using buffer 2 as the 
blank. Additionally, 25 µL of TMB substrate was added to 
the wells and incubated for 5 min at 37 °C. Subsequently, 
100 µL of H2O2 (0.002%) was added to the plate and incubated 
under the same conditions. Finally, 100 µL of H2SO4 (1 M or 
2N) was added to the plate before utilizing the equipment to 
read the plate at 450 nm.

2.8 Statistical analyses
Graphs and statistical analyses were conducted using GraphPad 
Prism 6.0 software (GraphPad Software). Results were expressed 
as the mean ± SEM. Group comparisons were performed using 
1-way analysis of variance with Dunnett’s posttest. All groups 
were compared with the 8-wk group. The signi!cance level was 
set at P < 0.05.

3. Results
3.1 Liver intravital microscopy reveals a large 
population of granulocytes in hepatic 
parenchyma in fetus and newborns
We have previously established that the liver serves as a reservoir 
for a substantial and diverse population of leukocytes during the 
distinct phases of neonatal development.3 These leukocytes 
undergo nuanced changes in their composition and functional at-
tributes, re"ecting the intricate interplay between the liver’s im-
munological milieu and the evolving needs of the developing 
neonate.3 Building on prior observations, our data showed that 
these dynamic alterations were predominantly observed in gran-
ulocytes, as evidenced by their higher frequency in newborn livers 
during high-dimensional immunophenotyping utilizing CyTOF. 
To deepen our understanding of this intriguing population, we 
next conducted liver intravital microscopy in mice from day 0 
after birth through adulthood (Fig. 1A). This approach enables 
us to capture real-time, in vivo dynamics, providing valuable in-
sights into the spatiotemporal behavior of granulocytes within 
the liver across different developmental stages (Fig. 1B). As shown 
in Fig. 1, we found a substantial presence of Ly6G+ cells in the liv-
ers of newborns at day 0, persisting signi!cantly up to 2 wk of age. 
These cells, presumably neutrophils, appeared round and distrib-
uted throughout the !eld of view (Fig. 1D, E). Notably, the sinus-
oids in neonatal livers were observed to be larger than those in 
adults (Fig. 1F). This structural difference likely contributed to 
the noteworthy observation of some neutrophils extending be-
yond the intravascular compartment, possibly in!ltrating the par-
enchymal space (Fig. 1F). Following the third week of life, there 
was a notable decline in hepatic neutrophil numbers, reaching 
their lowest values during adulthood at the eighth week of life 
(Fig. 1C). This observation suggests a protracted schedule of adap-
tation within the neutrophil population in the liver, with their 
numbers demonstrating a distinct pattern of lower and stable lev-
els exclusively in the adult stage. In contrast, newborns, infants, 
and younger mice exhibit a different dynamic, characterized by 
"uctuating neutrophil counts (Fig. 1C). This longitudinal perspec-
tive highlights the intriguing and dynamic nature of neutrophil 
population dynamics within the liver across various life stages.

To ascertain the identity of neonatal cells expressing Ly6G as 
bona !de neutrophils, our investigation employed CyTOF technol-
ogy. Employing this cutting-edge technique, we implemented a 
gating strategy speci!cally targeting Ly6G+ cells, allowing us to 
delve into the intricate landscape of cell markers associated 
with or distinctively absent in neutrophils. This analytical ap-
proach enabled us to explore the expression pro!les of key 
markers, validating and con!rming the neutrophilic nature of 
the Ly6G-expressing cells (Fig. 2A). The utilization of CyTOF not 
only facilitated the precise identi!cation of neonatal Ly6G+ cells, 
but also provided a comprehensive molecular insight into the cel-
lular composition, further enhancing the depth and reliability of 
our !ndings regarding the speci!c characterization of these im-
mune cells in neonatal contexts. Illustrated in Fig. 2A, Ly6G+ cells 
demonstrated the anticipated pro!le of markers associated with 
immature neutrophils, including as CD11b and Ly6C, while con-
currently displaying a lack of expression for markers indicative 
of other leukocyte subtypes, including CD3, CD4, CD8, CD19, 
and CX3CR1, among others. To substantiate the identi!cation of 
these neonatal cells as neutrophils, we extended our analysis be-
yond surface markers to include an examination of cellular 
morphology. Employing Ly6G puri!cation coupled with subse-
quent histological and immunohistochemistry staining, our 
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observations revealed that Ly6G+ cells exhibited all the de!ning 
features of neutrophils, notably characterized by the presence of 
multilobular nuclei, a hallmark of neutrophil morphology 
(Fig. 2B, C). Furthermore, immunohistochemistry imaging con-
!rmed that neonatal neutrophils expressed Ly6G in a pattern con-
sistent with their adult counterparts (Fig. 2D). Collectively, these 
comprehensive !ndings con!rm the identity of the imaged cell 
population under our experimental conditions as neutrophils.

3.2 Neutrophils undergo a synchronized 
migration from the hepatic parenchyma toward 
the sinusoidal lumen during the postnatal 
development
The intricate anatomy and structural organization of the liver 
pose a unique architectural challenge for the presence of immune 
cells within the parenchyma. The liver predominantly consists of 
densely packed hepatocytes, forming organized cords that are 

Fig. 1. Hepatic intravital confocal microscopy for Ly6G+ cells. (A) Illustration describing the method for intravital confocal microscopy of livers from 
mice of different ages. (B) Intravital confocal microscopy images showing the presence of hepatic neutrophils through mice development: neutrophils 
(green) marked with anti-Ly6G PE and sinusoids (red) evidenced with anti-CD31 APC. (C) Quanti!cation of hepatic Ly6G+ cells per !eld of mice from 0 d 
until 8 wk of age. (D) Confocal microscopy images of hepatic neutrophils of neonate and adult mice with quanti!cation of individual measures of 
hepatic neutrophils through mice development. (E) Panel of confocal microscopy images evidencing differences of presence and pro!le of neutrophils 
through mice development. (F) Tridimensional reconstructions of intravital confocal microscopy evidencing the relation between hepatic neutrophils 
(green, anti-Ly6G PE) and sinusoids (red, Ant-CD31 APC). APC = allophycocyanin.
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intersected by sinusoids, the specialized blood vessels.27 This 
compact arrangement limits the physical space available for 
immune cell in!ltration into the hepatic parenchyma. 
Consequently, immune cells, when present, are compelled to oc-
cupy speci!c niches, primarily located in either the subcapsular 
region or the intravascular space.25,27,28 The hepatocellular cords 
create a formidable barrier, channeling immune cell localization 
toward these distinct compartments, emphasizing the liver’s dis-
tinctive microenvironment that governs the spatial distribution of 
immune elements.25,28,29 In our pursuit to gain a more precise 
understanding of the speci!c localization of naturally occurring 
neutrophil populations throughout developmental stages, we em-
ployed 3-dimensional (3D) rendering intravital microscopy to im-
age the liver. This advanced imaging technique enables the 
accurate visualization of cells and sinusoids at a microscale reso-
lution, providing a detailed and nuanced perspective on the spa-
tial dynamics of neutrophils within the liver. The utilization of 
3D rendering intravital microscopy enhances our capacity to dis-
cern the intricate relationships between neutrophils and the hep-
atic microenvironment, offering invaluable insights into the 
dynamic nature of neutrophil distribution across different devel-
opmental phases. Indeed, the percentage of intravascular neutro-
phils in newborns was notably lower (∼25%) compared with other 
age groups, and our observations revealed a gradual increase in 
the intravascular localization of these cells throughout postnatal 
development (Fig. 3A). At 1 wk of age, neutrophils displayed an 
even distribution between the hepatic parenchyma and the intra-
sinusoidal lumen (∼50% each compartment), with a subsequent 
increase to 75% intravascular cells by the third week of life 
(Fig. 3A–C). Our 3D reconstruction not only revealed the spatial 
distribution of neutrophils, but also provided insights into their 
morphological characteristics based on their location. Neutro-
phils found outside the vessels, residing within the parenchyma, 
exhibited a rounder morphology and were closely positioned to 

each other, resembling a progenitor or immature cell phenotype 
(Fig. 3B). In stark contrast, intravascular neutrophils were typical-
ly elongated and spread, indicating characteristics consistent 
with activated leukocytes (Fig. 3B). This distinction in morphology 
based on location suggests a potential phenotypic shift related to 
the microenvironment, highlighting the in"uence of the hepatic 
surroundings on the maturation and activation status of neutro-
phils within the liver. Notably, it is only in adulthood that we ob-
served the percentage of intravascularly located neutrophils 
reaching peak values (Fig. 3A–C). This clear temporal pattern 
underscores that a stable and mature relationship between neu-
trophils and the liver environment is exclusively achieved in 
adulthood. These !ndings demonstrate the dynamic nature of 
neutrophil distribution within the liver across various life stages, 
emphasizing the progressive maturation of this interaction 
throughout postnatal development.

3.3 The embryonic liver hosts a substantial 
population of neutrophils
The embryonic liver assumes a pivotal role in the formative stages of 
the immune system, acting as one of the primary immune organs in 
the early phases of life.5 In fact, the presence of neutrophils in the 
neonatal liver prompts intriguing considerations regarding their 
origin. It raises the possibility that these neutrophils could be swiftly 
recruited as a responsive measure to the initial colonization of the 
microbiota and exposure to the uterine environment.22,30

Alternatively, an equally plausible scenario is that these cells might 
have originated during embryonic development, already established 
within the mouse liver.5,22 However, the intricacies of imaging em-
bryonic cells have posed considerable technical challenges. To over-
come these hurdles, our study implemented a unique and 
innovative strategy. Through surgical procedures conducted in preg-
nant mice and subsequent meticulous dissection of tissues, we 

Fig. 2. Characterization of neonatal granulocytosis: during the neonatal phase, there is an augmented pro!le of Ly6G+ cells within the liver in mice. 
(A) By CyTOF, there is the identi!cation, analyzed with gates, of speci!c granulocytes markers for Ly6G+ cells. (B) Illustration representing the method 
for the isolation of Ly6G+ cells from the liver of mice using magnetic anti-Ly6G beads. (C) Morphology of isolated hepatic Ly6G+ cells from neonatal mice 
suggesting signi!cative presence of neutrophils. (D) Immuno"uorescence of isolated hepatic Ly6G+ cells from neonatal (0 d) and adult (8 wk) mice.
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performed a targeted delivery of intravenous !uorescent antibodies 
directly to the embryo systemic circulation (Fig. 4A). This ground-
breaking approach enabled us to explore the potential presence of 
neutrophils in the embryonic liver with enhanced precision. 
Despite the technical complexities associated with this method, 
the use of !uorescent antibodies offered a more speci"c and re"ned 
investigative tool. This is particularly noteworthy, as only a select 
few mouse strains express !uorescence under the control of speci"c 

neutrophil promoters, ensuring the reliability and accuracy of our 
"ndings. Remarkably, we revealed the presence of liver neutrophils 
in embryos as early as the second gestational week (embryonic day 
14.5), displaying comparable numbers to mice immediately after 
birth (Fig. 4B, C). Notably, these embryonic neutrophils were pre-
dominantly localized within the extravascular space, occupying a 
distinct parenchymal niche (Fig. 4B). Embryonic neutrophils exhib-
ited higher dimensions in comparison with their adult counterparts, 

Fig. 3. Migration of hepatic neutrophils from the parenchyma to liver sinusoids in mice during life. (A) Quanti"cation of hepatic intravascular 
neutrophils per "eld through mice development. (B) Tridimensional reconstructions of intravital confocal microscopy evidencing the position of 
hepatic neutrophils in neonate and adult mice: neutrophils (green, anti-Ly6G PE) and sinusoids (red, anti-CD31 APC). (C) Intravital confocal microscopy 
images revealing the progressive intravascular disposition of hepatic neutrophils within mice development and its quanti"cation at different ages: 
hepatic intravascular neutrophils per "eld goes from 25.79% at 0 d to 89.69% at 8 wk of age in mice. APC = allophycocyanin.
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including area, diameter, length, perimeter, and width (Fig. 4B, C). 
This observation strongly implies that these cells constitute a dis-
tinct resident population of hepatic neutrophils during embryonic 
development, underscoring the early establishment of this unique 
immune cell population within the liver.

3.4 Embryonic and neonatal neutrophils form 
cell clusters that persist throughout the initial 
days of life
Immature or activated immune cells usually form cell aggregates 
within lymphoid organs, and this is a particular aspect of immune 
system function. This phenomenon, observed notably in lymph-
oid tissues such as the spleen and lymph nodes, suggests a con-
certed effort among these immune cells to establish functional 
interactions and potentially undergo crucial processes for matur-
ation.31 The formation of cell aggregates may facilitate communi-
cation and coordination among immature immune cells, 
promoting the exchange of signaling molecules and fostering an 
environment conducive to their developmental progression.31

Given the potential role of the liver as a lymphoid organ, 

particularly in the early stages of life, we employed high-de!nition 
in vivo imaging of mouse livers at various developmental ages to 
investigate the presence and the features of hepatic neutrophil 
clusters. As shown in Fig. 5A, hepatic neutrophils organized into 
multiple cell clusters in fetal and neonatal livers, persisting up 
to the fourth day of life. The numerical analysis of these clusters 
revealed a peak in their occurrence at days 0 and 4 after birth, ran-
ging from approximately 2 to 6 cells per cluster (Fig. 5B). Although 
isolated clusters were observed at the second and fourth week of 
life, a noteworthy absence of neutrophil clusters was noted in 
adult livers (Fig. 5B). These !ndings suggest that the clustering 
phenomenon among neutrophils within the liver is a distinctive 
feature exclusive to the embryonic stage and the initial 2 wk of 
postnatal life.

3.5 Neonatal neutrophils exhibit reduced speed 
and migration patterns compared with their adult 
counterparts
Neutrophils are one of the most rapidly motile cells within the hu-
man body. This behavior is crucial for their role in mounting swift 

Fig. 4. Neutrophils are already present at mice liver by the second gestational week. (A) Illustration describing the method for ex vivo confocal 
microscopy of livers from embryo. (B) Intravital confocal microscopy and tridimensional reconstructions describing the presence of hepatic neutrophils 
already at the second gestational week in mice: neutrophils (green, anti-Ly6G PE) and hepatic sinusoids (red, anti-CD31 APC). Quanti!cations describing 
the major extravascular disposition of neutrophils at the second gestational week in mice and speci!c measures of hepatic neutrophils considering 
circularity and elongation of cells in embryo and adult mice (8 wk of age). (C) Speci!c measures of hepatic neutrophils compared between embryo and 
adult mice (8 wk of age). APC = allophycocyanin; E = embryonic day.

da Silva Júnior et al. | 7

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/jleukbio/advance-article/doi/10.1093/jleuko/qiae082/7637640 by U

niversidade Federal D
e M

inas G
erias user on 15 M

ay 2024



 

   
 

72 

 

and ef!cient defense responses during the acute in"ammatory 
phase.16,18 Neutrophils excel in promptly migrating toward 
chemokine gradients and sites of infection, ensuring a rapid and 
effective immune response against pathogens.32 Therefore, inves-
tigating the migratory capabilities of neutrophils emerges as a key 
tool in comprehending the dynamic phenotype of these cells 
across different developmental phases.23 The ability to migrate 
swiftly is not only integral to their function in immune surveil-
lance, but also re"ects their adaptability and responsiveness to 
various environmental cues.32 This emphasis on neutrophil mi-
gration provides valuable insights into the nuanced dynamics of 
these immune cells during different stages of development, con-
tributing to a comprehensive understanding of their role in the 
immune system.

We have previously developed a focal liver necrosis model involv-
ing the induction of a small thermal injury on the liver surface.24 This 
unique approach enables an unprecedented observation of neutro-
phil swarming. By employing this model and introducing surgical 
adaptations, we achieved, for the !rst time, the in vivo imaging of 
acute neutrophil behavior in a newborn mouse (Fig. 6A). As shown 
in Fig. 6B, despite the considerable population of liver neutrophils 
at this age, these cells exhibited an almost sessile nature and dis-
played minimal reaction or response to focal sterile injury. This 
starkly contrasts with the behavior observed in adults, in which, 
within minutes of local injury, these cells exhibit rapid and avid mi-
gration toward the focus of dead cells (Fig. 6B; Supplementary Movie 
5). Up to the !rst week of age, we could observe after 4 sequential 
hours of in vivo imaging that hepatic neutrophils displayed lower 
rates of displacement, speed, acceleration, and path length, con!rm-
ing that these cells have a reduced migration capacity (Fig. 6C; 
Supplementary Movies 1, 2, and 3). In contrast, after the third 

week of life, neutrophils acquired an extremely ef!cient response 
to necrosis, displaying a faster and directed swarming toward the 
site of injury, as seen by digital quanti!cation of individual cell 
behavior using movies from intravital microscopy (Fig. 6D; 
Supplementary Movies 4 and 5). These !ndings contribute valuable 
insights into the temporal evolution of neutrophil behavior in 
response to liver injury—despite the number of cells hosted by the 
organ—highlighting the dynamic nature of the immune response 
over development.

3.6 Neutrophils in newborns exhibit an 
increased amounts of MPO and are more prone to 
release ROS in response to PMA activation
Neutrophils possess a remarkable ability to produce ROS not only 
to regulate homeostasis,33 but also as a tool for their antimicrobial 
arsenal. This process, known as the respiratory burst, involves the 
rapid release of ROS, which may include superoxide and hydroxyl 
radicals, nitric oxide, singlet oxygen, nitrogen dioxide, and perox-
ynitrite.34 The production of ROS by neutrophils serves multiple 
crucial functions in the immune response, and can be generated 
via NADPH oxidase or alternative pathways, including GPD2.35

Firstly, ROS are potent antimicrobial agents that aid in the de-
struction of engulfed pathogens within phagosomes.34 Second, 
ROS play a vital role in modulating signaling pathways, in"uen-
cing the recruitment and activation of other immune cells.34,36

While ROS production is fundamental to effective pathogen clear-
ance, an imbalance or excessive ROS generation can lead to oxida-
tive stress and tissue damage.34 Thus, the !ne-tuned regulation of 
ROS by neutrophils is essential for maintaining a delicate equilib-
rium between protective immunity and preventing collateral 

Fig. 5. Clusters of hepatic neutrophils identi!ed at early life in mice. (A) Tridimensional reconstructions of intravital confocal microscopy representing 
the identi!cation of clusters of hepatic neutrophils (green, anti-Ly6 g PE) being more common at early life in mice. (B) Quanti!cation of the number of 
clusters and the number of cells per cluster through mice development.
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damage to host tissues.32,34 In order to delve deeper into the dis-
tinctions among hepatic neutrophils at different postnatal devel-
opmental stages, we isolated these cells and subjected them to 
incubation with the potent cell activator molecule PMA. 
Subsequently, we quanti!ed ROS production utilizing "ow cytom-
etry. As depicted in Fig. 6E, the capacity for ROS production was 
observed across the majority of neutrophils, regardless of their 
age. Notably, when evaluating the quantity of ROS produced by 
measuring the mean "uorescence intensity of each cell, a remark-
able !nding emerged. Neutrophils from mice at 1 wk of age exhib-
ited a signi!cantly higher ROS release per cell, reaching 7 to 10 
times greater production compared with adults or other age 
groups (Fig. 6F). This suggests that, despite their limited migration 
potential, neonatal neutrophils may compensate for such de!-
ciency by being more predisposed to releasing ROS in response 
to stimuli. In a separate series of experiments, liver samples 

from both newborns and adults were collected and subjected to 
MPO activity assays, serving as a marker for neutrophil presence 
and activity. Consistent with our !ndings, we noted a notably 
higher level of MPO activity in neonatal samples compared with 
those from mice 3 wk of age and adults (Fig. 6G). Remarkably, 
even upon normalization of MPO units per neutrophil count de-
rived from our intravital experiments, we consistently observed 
elevated MPO activity in samples from newborn livers (Fig. 6H). 
This suggests that despite their initially limited crawling ability 
during early life stages, these cells may possess a signi!cant en-
zymatic repertoire to confront the challenges of the neonatal 
period.

Taken together, the intricacies of neutrophil function, particu-
larly their capacity to generate ROS, underscore the multifaceted 
role these that cells play in the immune response. The delicate 
balance in ROS production is crucial for effective pathogen 

Fig. 6. Movement pattern of hepatic neutrophils through mice development and ROS production. (A) Illustration representing the method to analyze 
the movement pattern of hepatic neutrophils in response to chemotactic dynamics of hepatic burn injury by intravital confocal microscopy. (B) Video 
frames of 4 h of recorded intravital confocal microscopy evidencing the difference between the movement pattern responding to chemotactic dynamics 
of hepatic neutrophils at early age (2 d) and in adult mice (8 wk) induced by hepatic burn injury: neutrophils (green, anti-Ly6G PE) and burn lesion area 
(red dashed line). (C) Quanti!cation of displacement, acceleration, speed, and path length of hepatic neutrophils at different ages in mice induced by 
burn injury chemotactic response. (D) Polar graphs describing the displacement of each hepatic neutrophil through mice development. Each colored 
arrow represents a speci!c neutrophil. (E) Quanti!cation of the percentage of ROS producing Ly6G cells at different ages in mice liver. (F) Median 
"uorescence intensity (MFI) revealing the production of ROS by isolated hepatic Ly6G+ cells. (G) MPO activity quanti!cation in liver samples and 
(H) normalized values of arbitrary units per neutrophil counts in intravital studies. P < 0.05, analysis of variance. FOV = !eld of view.
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clearance in the !rst moments of extrauterine life. This !nding, 
despite their limited migration potential, suggests a compensa-
tory mechanism, emphasizing the dynamic adaptability of these 
immune cells in responding to stimuli.

4. Discussion
The historical trajectory of neutrophil science reveals a fascinat-
ing journey of discovery, from their initial recognition as phago-
cytes to an ongoing exploration of their intricate functions in 
infection, in"ammation, and immunoregulation.16,18,21 Since 
then, we have progressively unveiled the critical role played by 
neutrophils as frontline defenders, orchestrating a robust im-
mune response against infections while ensuring the delicate bal-
ance of immune homeostasis.21 Here, we described a novel 
feature of the dynamics of these cells across developmental 
stages, particularly focusing on hepatic neutrophil populations, 
that enrich our comprehension of early-life immunology. Our 
data showed that a signi!cant shift in granulocyte composition 
within the liver occurs during neonatal development, emphasiz-
ing the nuanced changes in their functional attributes. The higher 
frequency of granulocytes in newborn livers, as revealed by an un-
precedented combination of CyTOF and confocal intravital ana-
lysis, prompted a contemplation on how unique is the liver 
immune environment in the early stages of life, suggesting that 
—in sharp contrast to previous assumptions—that neutrophils 
also accumulate in organs to exert physiological functions as 
well. Given their altered migration pattern and distinctive morph-
ology, these cells could be considered as an intermediate stage be-
tween band cells and mature neutrophils, as they already harbor 
active enzymes like MPO within their granules.37 In fact, it has 
been postulated that alterations in TRAM-1 expression and lower 
expression of CD177 could be associated with de!cient neutrophil 
migration, which could in part consist in a new venue of investiga-
tion in liver neutrophil ontogenesis.38,39 The use of liver intravital 
microscopy further illuminates the spatial and temporal behavior 
of these newborn hepatic neutrophils, providing a novel real-time 
perspective. The substantial presence of Ly6G+ cells in neonatal 
livers, persisting up to 2 wk, challenges the notion about the 
lymphoid character of liver immune environment, suggesting 
that for a signi!cant period of postnatal development, liver might 
be actually governed by myeloid cells. Also, our observations 
unveil a distinctive migratory trajectory of neutrophils within 
the liver, initially favoring the extravascular compartment and 
subsequently orchestrating a coordinated migration from the 
parenchymal space to the intrasinusoidal lumen (Fig. 3). This ob-
served dynamic shift guided us to a closer examination of the 
underlying mechanisms driving this phenomenon. The potential-
ly facilitating role of larger sinusoids in newborns might facilitate 
cell migration, allowing for a more "uid movement of neutrophils 
between compartments. Additionally, the evolving landscape of 
the liver’s densely packed architecture poses a noteworthy chal-
lenge to immune cell presence within the parenchymal space.25,28

This intricate interplay between structural features and neutro-
phil dynamics underscores the adaptability of these immune cells 
to their microenvironment and highlights the intricate orchestra-
tion of immune responses within the liver across developmental 
stages. The comprehensive characterization of Ly6G+ cells not 
only establishes their identity as neutrophils, but also unravels 
a distinctive molecular pro!le.40 The association with markers in-
dicative of bona !de neutrophils, coupled with the absence of 
markers for other leukocyte subtypes, con!rmed the presence of 
such a spontaneously occurring population. Also, the extension 

of analysis beyond surface markers to include cellular morph-
ology, validated through Ly6G puri!cation and immunohisto-
chemistry, unequivocally con!rms the identity of these cells as 
neutrophils under our experimental conditions.

The presence of a signi!cant neutrophil population in the em-
bryonic liver also challenged established timelines regarding the 
dynamics of hepatic neutrophils.41,42 Traditionally, liver neutro-
phil accumulation was exclusively associated with acute in"am-
mation, and the prevailing understanding considered lymphoid 
organs, such as the spleen and bone marrow, as the primary res-
ervoirs of neutrophils under homeostatic conditions.43,44 Our 
data, therefore, not only expand our knowledge of neutrophil dis-
tribution, but also prompt a re-evaluation of their presumed res-
ervoirs of granulocytes within the body. Contrary to the notion 
that neutrophils might rapidly populate the neonatal liver in 
response to initial contact with microbiota products upon birth, 
our data on embryonic livers decisively refute this hypothesis.45

The compelling evidence showcases the presence of neutrophils 
within the liver parenchymal space during intrauterine life, 
challenging the prevailing belief that their migration is solely 
prompted by external stimuli (Fig. 4). This !nding implies a 
more complex and intrinsic relationship between neutrophils 
and the liver developmental environment. Moreover, our data 
into the reduced movement and displacement of neutrophils in 
response to focal thermal injury in newborns suggest a physio-
logical—rather than reactive—nature of the presence of neutro-
phils in the newborn liver (Fig. 6; Supplementary Movies 1–S5). 
Therefore, neutrophil presence in the newborn liver is an integral 
and orchestrated component of its developmental physiology. In 
essence, our data shed light on a previously unexplored dimen-
sion of neutrophil behavior, emphasizing their intrinsic connec-
tion to the developmental processes within the liver rather than 
being solely a consequence of external stimuli.

In addition, our pioneering in vivo imaging of neutrophil migra-
tion in newborn livers provides a real-time glimpse into the dynam-
ics of these immune cells during a critical developmental stage 
(Fig. 1). Surprisingly, even with a substantial neutrophil population, 
newborns’ response to necrosis was characterized by a signi!cant 
lower velocity and less directed migration toward chemotactic gra-
dients evoked by local sterile injury (Fig. 6; Supplementary Movies 
1–S5). This observation challenges the assumed correlation be-
tween neutrophil abundance and effective responses to tissue 
damage,23 emphasizing the need for a more nuanced understand-
ing of neonatal immune dynamics. Moreover, it has been docu-
mented that ROS formation can also facilitate neutrophil 
migration, further emphasizing the complexity of immune proc-
esses in early life.46 Together, our data also carry implications for 
the heightened susceptibility to infections observed in neonates.47

The compromised migratory capacity of neutrophils in the new-
born liver hints at an overall immaturity in the neonatal immune 
system, in which the ef!cacy of immune responses, including those 
involving key players like neutrophils, is still evolving. In fact, we 
have previously described—also using high-resolution intravital 
microscopy—that Kupffer cells are relatively ineffective to arrest 
blood-borne bacteria in the newborn liver, probably due to their re-
duced expression of phagocytosis-related genes, including Crig and 
CD168.3 Collectively, this immaturity of hepatic immune response 
may contribute to the increased vulnerability of neonates to infec-
tions, as their immune system—specially leukocytes—may not yet 
possess the re!ned mechanisms required for optimal migration, 
pathogen recognition, and elimination. Interestingly, despite the 
observed lower motility, our data reveal a compensatory mechan-
ism within neonatal neutrophils. Neutrophils from 1-wk-old mice 
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demonstrated an enhanced ability to release ROS upon stimuli 
(Fig. 6F). This suggests a dynamic adaptability in the neonatal im-
mune response, in which the reduced migratory capacity is poten-
tially counteracted by an increased release of antimicrobial agents. 
This compensatory mechanism may represent a crucial aspect of 
neonatal immune defense, highlighting the intricate balance be-
tween different facets of immune functionality during the early 
stages of life.

In summary, our study unveils a previously unrecognized 
population of neutrophils colonizing the liver from the intrauter-
ine phase, persisting until the third week of extrauterine life. 
Additionally, we delineate a coordinated migration of these cells 
from the parenchyma to the intravascular space, indicating an 
evolution in their localization concurrent with liver development. 
Despite their numerical abundance, these neutrophils exhibit 
limited migratory and in!ammatory responsiveness, compensat-
ing by displaying a heightened release of ROS within the initial 
week of life. Beyond offering novel insights into the dynamics of 
liver-resident neutrophils, our "ndings challenge established 
paradigms, necessitating a reassessment of our comprehension 
of early-life immunology and the intricate interactions between 
immune cells and the hepatic microenvironment throughout di-
verse developmental stages.
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