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RESUMO 

Cleyson da Cruz Oliveira Barros. O papel de neutrófilos PD-L1+ durante a 

hiperinflamação nas doenças hepáticas gordurosas não alcoólicas. 2024. (Doutorado 

em Imunologia Básica e Aplicada) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 2024 

 

 A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é uma condição 

patológica que afeta muitas pessoas em todo o mundo. Pacientes com DHGNA são 

mais suscetíveis a respostas inflamatórias sistêmicas, incluindo sepse, que é 

acompanhada por danos progressivos e graves no fígado. No entanto, os mecanismos 

imunológicos que regulam as respostas hiperinflamatórias na DHGNA permanecem 

desconhecidos. No presente estudo, relatamos que camundongos alimentados com 

uma dieta rica em gordura e deficiente em colina a curto prazo, que não apresentaram 

sinais de danos hepáticos e inflamação, são mais suscetíveis a uma inflamação 

sistêmica moderada semelhante à sepse induzida pelo desafio com LPS devido a uma 

resposta imune específica do fígado. Mecanicamente, os camundongos 

endotoxêmicos mostram uma produção excessiva de IFNγ pelas células NK hepáticas 

que provoca níveis elevados de TNFα por uma subpopulação específica de neutrófilos 

expressando PD-L1, exacerbando os danos hepáticos e a mortalidade. Notavelmente, 

o bloqueio farmacológico de PD-L1 regulou o recrutamento de neutrófilos para o 

fígado e a produção de TNFα, prevenindo os danos hepáticos e a gravidade da 

expectativa de vida do hospedeiro. Nosso estudo nos permite descrever a DHGNA 

como um novo fator de risco para agravamento da sepse e também sugere novas 

abordagens terapêuticas para desenvolver estratégias eficazes para controlar as 

respostas hiperinflamatórias nessas condições metabólicas e melhorar os resultados 

para os pacientes. 

Palavras-chave: neutrófilo; DHGNA; sepse; PD-L1. 
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ABSTRACT 

Cleyson da Cruz Oliveira Barros. The Role of Neutrophils PD-L1+ during 

hiperInflammation in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease. 2024. (PhD in Basic and 

Applied Immunology) – Ribeirão Preto Medical School, 2024 

 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a pathological condition affecting 

many individuals worldwide. Patients with NAFLD are more susceptible to systemic 

inflammatory responses, including sepsis, which is accompanied by a progressive and 

severe liver damage. However, the immunological mechanisms that regulate the 

hyper-inflammatory responses in NAFLD remains unknown. In the present study, we 

reported that short-term HFCD (Choline Deficient High Fat Diet)-fed mice, which 

showed no signs of hepatic damage and inflammation, are more susceptible to a 

moderate sepsis-like systemic inflammation induced by LPS challenge due to a liver-

specific immune response. Mechanistically, the endotoxemic mice show an excessive 

hepatic NK-producing IFNγ production that provokes high TNFα levels by a specific 

sub-population of PD-L1 expressing neutrophils, exacerbating the liver damage and 

mortality. Notably, the pharmacological blockage of PD-L1 regulated the massive liver 

recruitment of neutrophils and TNFα production, preventing the hepatic damage and 

the severity of the host lifespan. Our study allows us to describe NAFLD as a new risk 

factor of sepsis aggravation and also suggests novel therapeutic avenues to design 

effective strategies to control hyperinflammatory responses in these metabolic 

conditions and improve outcomes for patients 

Key Words: neutrophil; NAFLD; sepsis; PDL-1. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERÍSTICAS GERAIS DA DOENÇA 

HEPÁTICA GORDUROSA NÃO ALCOÓLICA 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é uma condição crônica 

que se caracteriza pelo acúmulo excessivo de gordura no fígado em pessoas que não 

consomem quantidades significativas de álcool (RINELLA, 2015). Esta característica 

a diferencia de outras formas de doenças hepáticas gordurosas, como a esteatose 

hepática alcoólica (CHALASANI et al., 2018). A DHGNA é considerada a principal 

causa de doença hepática crônica em muitos países e abrange um espectro de 

doenças que vão desde a esteatose hepática simples (EH) até a esteato-hepatite não 

alcoólica (EHNA), podendo causar implicações significativas para a saúde, uma vez 

que pode progredir para cirrose hepática, câncer de fígado, e outras complicações 

graves (VERNON; BARANOVA; YOUNOSSI, 2011). 

A DHGNA tem se tornado uma preocupação crescente em todo o mundo, com 

uma prevalência estimada de cerca de 25% da população mundial (YOUNOSSI et al., 

2018). O crescimento alarmante da obesidade e do sedentarismo tem sido apontado 

como um dos principais fatores para o aumento dessa condição (CHALASANI et al., 

2018). Além disso, a DHGNA está intimamente relacionada a fatores metabólicos, 

como resistência à insulina, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e síndrome 

metabólica (RINELLA, 2015; TILG; MOSCHEN, 2010).  
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Figura 1. Adapted from : Younossi ZM, Koenig AB, Abdelatif D, Fazel Y, Henry L, Wymer M. Global epidemiology 
of nonalcoholic fatty liver disease-Meta-analytic assessment of prevalence, incidence, and outcomes. Hepatology. 
2016 Jul;64(1):73-8 

 

No entanto, nem todos os indivíduos com EH desenvolvem inflamação no 

fígado, e nem todos os casos de EHNA progridem para cirrose (DYSON; ANSTEE; 

MCPHERSON, 2014; EKSTEDT et al., 2015). Além disso, fatores de risco como idade 

avançada, obesidade abdominal, presença de diabetes mellitus tipo 2 e fibrose 

hepática avançada aumentam as chances de progressão para as formas mais graves 

da doença (ANGULO et al., 2015; TARGHER; BYRNE, 2013). 

O diagnóstico da DHGNA geralmente envolve a exclusão do consumo 

excessivo de álcool e a avaliação de fatores de risco metabólicos. Testes de função 

hepática, exames de imagem, como ultrassonografia e ressonância magnética, e, em 

alguns casos, biópsia hepática, podem ser utilizadas para confirmar a presença de 

gordura no fígado e avaliar o grau de inflamação e fibrose (CHALASANI et al., 2018; 

MARCHESINI et al., 2016). Por outro lado, o manejo multidisciplinar da DHGNA 

envolve uma abordagem multifacetada que visa reduzir o acúmulo de gordura no 

fígado, controlar os fatores de risco metabólicos e prevenir a progressão da doença. 

Mudanças no estilo de vida, incluindo perda de peso gradual, dieta saudável, aumento 
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da atividade física e controle da glicemia e lipídios, são componentes essenciais deste 

tratamento. Nos casos mais avançados, podem ser necessárias terapias 

farmacológicas específicas e até mesmo, em alguns casos, de transplante de fígado 

(BASU; NOUREDDIN; CLARK, 2022; RINELLA, 2015). 

 

1.2 O PROCESSO INFLAMATÓRIO DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA 

DHGNA 

O processo inflamatório na formação da DHGNA está relacionado a uma 

resposta desregulada do sistema imune e a ativação excessiva de células 

inflamatórias no fígado (TACKE, 2017; TILG; MOSCHEN, 2010). Nesta etapa, o 

processo começa com o acúmulo de gordura nos hepatócitos. Com esse estimulo 

considerado crônico, as células hepáticas induzem a secreção de TNF-α, IL-1 e a IL-

6 por células residentes no fígado, como as células de Kupffer, que recrutam e ativam 

leucócitos circulantes, como neutrófilos e monócitos, para o ambiente hepático 

(TACKE, 2017; WREE et al., 2014). 

A ativação contínua dos leucócitos promove as lesões hepáticas e a progressão 

da DHGNA para estágios mais avançados e severos da doença, como a esteato-

hepatite não alcoólica (EHNA), que é caracterizada pela inflamação hepática e 

associada a fibrose hepática e cirrose (TILG; MOSCHEN, 2010; WREE et al., 2014). 

Recentemente, inúmeros grupos de pesquisa vêm estudando a participação dos tipos 

de leucócitos na DHGNA individualmente, principalmente os componentes do sistema 

imune inato. 

Por exemplo, os monócitos residentes ou recrutados no ambiente hepático 

podem contribuir para a inflamação crônica e fibrose hepática, participando assim das 

lesões hepática na DGHNA (Smith et al. 2018). Eles produzem citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, que colaboram na ativação de células estreladas 
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hepáticas e na produção excessiva de matriz extracelular, resultando em fibrose. No 

entanto, outro estudo realizado por Li e colaboradores em 2020 apresenta uma 

perspectiva diferente. Os autores demonstraram que a ativação de monócitos durante 

a DGHNA é benéfica apresentando um efeito protetor no fígado devido a secreção de 

citocinas anti-inflamatórias, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-β), 

inibindo a inflamação hepática e promovendo a reparação tecidual.  

 

1.3 A PARTICIPAÇÃO DOS NEUTRÓFILOS DURANTE DGHNA 

 Apesar da importância dos neutrófilos na eliminação de microrganismos 

extracelulares, a sua participação nas lesões hepáticas durante a DHGNA vem sendo 

considerada fundamental no desenvolvimento e progressão da doença, pois quando 

ativados de forma anormal, estas células levam a uma resposta inflamatória 

exacerbada no órgão (HWANG et al., 2021a; VAN DER WINDT et al., 2018). Alguns 

estudos relatam sobre a associação positiva entre a presença elevada de neutrófilos 

e a gravidade das lesões hepáticas na DHGNA, destacando sua participação na 

progressão da esteatose hepática para a esteato-hepatite não alcoólica (EHNA) e 

fibrose hepática (TILG; MOSCHEN, 2010).  

Uma vez recrutados no fígado, os neutrófilos podem liberar diferentes enzimas 

e espécies reativas de oxigênio que causam danos irreversíveis nas células hepáticas. 

Além disso, secretam citocinas (TNFα) e quimiocinas (CXCL1) que amplificam a 

resposta inflamatória no fígado agravando a progressão da lesão 

(CHRYSANTHOPOULOU et al., 2014). Atualmente é conhecido que o aumento de 

neutrófilos no tecido hepático durante a DHGNA está associada a um maior grau de 

inflamação e fibrose. 



22 
 

No entanto, outros estudos sugerem que os neutrófilos podem ter um papel 

mais complexo no fígado, com algumas evidências indicando um possível efeito 

protetor que limitaria a resposta inflamatória local e, portanto, a progressão da doença 

(TILG; MOSCHEN, 2010). É importante ressaltar que a compreensão da função dos 

neutrófilos nas lesões hepáticas da DHGNA ainda é um campo em evolução, com 

pesquisas em andamento visando esclarecer melhor essa relação controversa. Mas 

o que se acredita, na atualidade, é que o papel dual (protetor vs. danoso) depende de 

inúmeras condições hepáticas e extra-hepáticas. 

 

1.4 A PARTICIPAÇÃO DAS CÉLULAS T E NK DURANTE DGHNA 

Além do componente inflamatório induzida pelo recrutamento de fagócitos, 

como os neutrófilos e monócitos, a ativação das células presentes no microambiente 

hepático, como células T (CD4+ e CD8+) e células NK, desempenham papéis cruciais 

na fisiopatologia hepática durante o desenvolvimento da DHGNA (GEBRU et al, 2021; 

BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016; KIRAN et al., 2021). 

As células T desempenham um papel crucial na regulação da resposta imune. 

Mas, no contexto da DHGNA e em doenças autoimunes, a ativação excessiva das 

células T contribui para a inflamação e a lesão hepática na esteatose hepática via 

produção de interferon gama (IFN-γ) (GEBRU et al, 2021). Da mesma forma, estudos 

recentes avaliaram o efeito das células CD4 efetoras em camundongos humanizados 

com DHGNA, foi observado que estas células contribuem para o desenvolvimento de 

fibrose acompanhado com produção de IFN, IL-6, IL17A e IL-18 (HER et al., 2020). 

Além disso, linfócitos CD4 foram encontrados em níveis elevados no sangue periférico 

de pacientes com DGNA e expressam altos níveis de IFN e IL-4 (RAU et al 2006).  
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Por outro lado, as células NK são células presentes em grande númerRo no 

microambiente hepático e desempenham um papel fundamental na manutenção da 

homeostase do fígado (MARTÍNEZ-CHANTAR; DELGADO; BERAZA, 2021a). Essas 

células também são grandes produtoras de citocinas, como o IFN-γ, que possui um 

potente efeito inflamatório, potencializando as ações microbicidas de outras células, 

como as células de Kupffer, e induzindo o recrutamento de neutrófilos para o ambiente 

hepático (CRAIG et al., 2009; KHAN; LIU; XU, 2021). De maneira curiosa, estudos 

demonstram que a frequência células NK presentes no tecido hepático gorduroso em 

humanos e camundongos não se alteram, são grandes produtoras de IFN com 

capacidades citotóxicas reduzida (TOSELLO-TRAMPONT et al 2016). Entretanto, 

células NK em estudos com dieta deficiente em colina e metionina foi observado o 

aumento do infiltrado no microambiente hepático (FAN et al., 2020)   

Além disso, a participação das células NK durante o desenvolvimento da 

DHGNA ainda não está claro. Inúmeros estudos demonstraram que a frequência de 

células NK CD56hi e CD56low não se altera em sangue de pacientes com o fígado 

gorduroso (STIGLUND et al, 2019, TOSELLO-TRAMPONT et al, 2016). No entanto, 

apesar de ambas as populações não se alterarem, diferenças no fenótipo/receptor 

são encontradas. Além disso, outro grupo demonstrou que em modelo experimental e 

pacientes com DHGNA, o nível de expressão de IL-6R se encontra aumentado 

enquanto NKG2D se mostra reduzido (STIGLUND et al, 2019, THEURICH et al, 2017). 

. A compreensão do mecanismo associado ao IFN-γ e outros mediadores 

secretados por células T e células NK é fundamental para melhorar a compreensão 

da patogênese da NAFLD e para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

inovadoras direcionadas para estes alvos imunológicos através da utilização de uma 

terapia biológica.  
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1.5 DGHNA E INFECÇÕES 

Recentemente, Ebrahimi e colaboradores (2023) conduziram um complexo 

estudo sugerindo a existência de uma correlação entre a suscetibilidade de indivíduos 

com DHGNA em diferentes infecções. Os autores analisaram biópsias do fígado de 

12.133 pacientes com DHGNA do período de 1969 até 2017(EBRAHIMI et al., 2023). 

De forma intrigante, eles observaram uma incidência elevada de infecções graves em 

pacientes com DHGNA sugerindo que esses indivíduos são mais suscetíveis a 

processos infecciosos sistêmicos, como a sepse, quando comparado com a 

população em geral. No entanto, são necessários estudos que visem entender os 

mecanismos envolvidos com o aumento da suscetibilidade de indivíduos com DHGNA 

durante processos infecciosos. 

 

1.6 SEPSE  

A sepse é uma síndrome em que o paciente sofre danos nos órgãos com risco 

de vida, devido a uma resposta inflamatória intensa desencadeada por uma infecção 

(RHODES et al., 2017). O choque séptico, por sua vez, é caracterizado pela 

necessidade de vasopressores para manter a pressão arterial, representando um 

quadro de elevado índice de mortalidade para os pacientes (RHODES et al., 2017). 

Durante o curso temporal da sepse, ocorrem dois estágios com características 

distintas. O primeiro estágio, conhecido como hiper-inflamatório, é caracterizado por 

respostas inflamatórias intensificadas, desencadeada por uma série de eventos 

celulares que levam a danos teciduais em órgãos vitais, como o fígado, coração e 

pulmões (RELJA; LAND, 2020).  

Em condições fisiológicas, diversos mediadores químicos são secretados pelas 

células do sistema imune inato e adaptativo em resposta à presença de agentes 

infecciosos e seus componentes como, por exemplo, os lipopolissacarídeos (LPS) 
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bacterianos (VAN DER POLL; OPAL, 2009). O LPS, encontrado principalmente na 

membrana externa de bactérias gram-negativas, é reconhecido pelo sistema imune 

inato como um sinal de infecção. A interação do LPS denominado padrão molecular 

associado a patógeno (PAMP) com os receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs), como o Toll like receptor 4 (TLR4), presentes nas células imunes, como os 

monócitos/macrófagos, desencadeiam a ativação e a produção de diversos 

mediadores inflamatórios, como as citocinas (por exemplo TNF-α, IL-1, IFN-γ, IL-6), e 

as quimiocinas (CXCL1 e CXCL2) (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Embora a 

resposta inflamatória seja essencial para combater a infecção, no estado hiper 

inflamatório da sepse, ela se torna intensificada, desequilibrada e, portanto, 

prejudicial. A produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias mencionadas acima 

é considerada um dos principais eventos que promovem a ativação descontrolada do 

sistema imune, como o recrutamento e infiltração excessiva de leucócitos presentes 

na circulação para os tecidos, e que está relacionada com danos teciduais, disfunção 

endotelial, distúrbios de coagulação, e comprometimento da função fisiológica dos 

órgãos vitais (ABE et al., 2020a; COHEN, 2002).  

Uma vez que o LPS ativa o sistema imune, sua administração em roedores vem 

sendo utilizada como um dos principais modelos de inflamação. Mais especificamente 

no caso da sepse, sua administração em altas doses mimetiza uma resposta 

inflamatória sistêmica, gerando danos teciduais graves e um alto índice de 

mortalidade. 
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Figura 1 Estados Imuno-inflamatórios durante a sepse 

 

Com o tempo, a resposta inflamatória na sepse pode evoluir para um segundo 

estágio com propriedades imunossupressoras (anti-inflamatório), na qual se observa 

um aumento na suscetibilidade do organismo a infecções secundárias.  

O tratamento da sepse envolve a identificação e o tratamento precoces da 

infecção, além do suporte hemodinâmico e de cuidados de suporte para os órgãos 

afetados. Terapias direcionadas à modulação da resposta inflamatória, como o uso 

de corticosteroides ou imunomoduladores, têm sido estudadas, mas ainda são 

controversas e requerem mais evidências para sua utilização rotineira 

 

1.7 A PARTICIPAÇÃO DAS CÉLULAS NK DURANTE A SEPSE 

As células NK, componentes essenciais da resposta imune inata capazes de 

eliminar células-alvo, como tumores e células infectadas por invasores intracelulares 

como Staphylococcus spp. e Leishmania spp (CALIGIURI, 2008; VIVIER et al., 2011). 

Aproximadamente 5-15% dos linfócitos presentes no sangue periférico humano são 
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classificados como células NK, e, além disso, diversas subpopulações específicas são 

encontradas em órgãos como o baço, fígado e pulmão (BIRON et al., 1999; FREUD; 

CALIGIURI, 2006; SUN; LANIER, 2011a). 

 Durante um processo infeccioso, as células NK realizam suas funções de 

“killing” por meio de citotoxicidade e regulação imune, destruindo diretamente aquelas 

células que estão infectadas com microrganismos intracelulares. As células NK podem 

induzir a morte celular programada (apoptose) da célula-alvo através da interação do 

FAS-L com os receptores de morte FAS (TRAPANI, 2001). Além disso, podem destruir 

as células-alvo secretando inúmeras proteínas com propriedades citotóxicas que 

estão presentes em grânulos intracelulares, como perforina, granzima e α-defensinas 

(SERBINA et al., 2008; SMYTH et al., 2004; STENGER et al., 1996). Por exemplo, as 

perforinas podem danificar a membrana celular das células alvo através da formação 

de poros, alterando a permeabilidade celular e induzindo a lise osmótica. Além disso, 

a abertura destes poros possibilita a entrada de outras moléculas, como as granzimas, 

que são responsáveis pela indução de apoptose de células alvo, como as bactérias 

Mycobacterium, Salmonella typhimurium, Bacillus anthracis, Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus (GROSS et al., 2011; KUBES; MEHAL, 2012; SUN; LANIER, 

2011b; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). 

 Apesar do seu papel benéfico na proteção do organismo, as células NK 

participam de forma significativa nas respostas inflamatórias causadas por infecção 

(BJÖRKSTRÖM; STRUNZ; LJUNGGREN, 2021; TOSELLO-TRAMPONT et al., 

2017). No contexto da sepse, elas vêm sendo consideradas um importante fator de 

risco no agravamento dos danos teciduais durante a fase de hiper-inflamação já 

mencionada anteriormente (GUO et al., 2018a; WANG, F. et al., 2023). Na fase inicial 

da sepse, as células NK são ativadas, resultando na secreção de citocinas, como o 
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IFN-ɣ e TNF-α, que estão envolvidas com a ativação de outros tipos celulares, como 

os macrófagos e células dendríticas (WANG, F. et al., 2023). Uma vez ativados, os 

macrófagos e células dendríticas secretam IL-2, IL-12 e IL-18 que, por sua vez, estão 

envolvidas com a ativação de outras células NK estabelecendo, desta forma, um ciclo 

de retroalimentação positiva, que leva a potencialização da resposta imune 

dependente de células NK (GUO et al., 2018b; KHAWAR; ABBASI; SHEIKH, 2015). 

Esse ciclo amplifica as respostas pró-inflamatórias, resultando em uma tempestade 

de citocinas e, consequentemente, levando à falência de múltiplos órgãos devido ao 

aumento da produção de TNF, IL-6 e do recrutamento massivo de leucócitos para 

inúmeros ´órgãos vitais (GUO et al., 2018a). Realmente, vários estudos têm 

demonstrado que a inibição das células NK durante sepse experimental reduz 

significativamente o dano de múltiplos órgãos causados pela inflamação, sugerindo a 

participação destas células na fisiopatologia da doença. Em diferentes modelos 

murinos de sepse, como a peritonite polimicrobiana induzida pela cirurgia de CLP,  

politrauma, ou infecção causado pela administração de Streptococcus pneumoniae, 

Escherichia coli ou Streptococcus pyogenes, a depleção prévia das células NK com 

anticorpos como anti-asialoGM1 e anti-NK1.1, preveniu a exacerbação da inflamação 

sistêmica e dos danos dos órgãos vitais estabilizando o equilíbrio ácido-base na 

circulação, revertendo distúrbios fisiológicos e prolongando a sobrevida (BADGWELL 

et al., 2002; ENOH et al., 2006; SHERWOOD et al., 2003, 2004). (CAHILL et al., 2020). 

 

 1.8 NEUTRÓFILOS E SEU PAPEL NA SEPSE  

Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares de vida curta pertencentes ao 

sistema imunológico inato e que são gerados continuamente a partir de precursores 

mieloides na medula óssea e estão presentes em alta quantidade na corrente 
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sanguínea. Os neutrófilos podem ser ativados por inúmeras moléculas de tecidos 

danificados (fontes endógenas) e bactérias (fontes exógenas), como citocinas, 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs) e fatores de crescimento. Esses 

fatores aumentam a vida útil dos neutrófilos e garantem sua migração e infiltração da 

circulação para o foco inflamatório através de um gradiente de concentração de 

estímulo quimiotático, como as quimiocinas ou produtos microbianos 

(KOLACZKOWKA et al, 2013). Estas células são extremamente eficazes no combate 

contra diferentes tipos de microrganismos e na limpeza de detritos celulares em 

processos sépticos e assépticos, respectivamente. Sua eficiência na eliminação de 

patógenos é devido a uma variedade ampla de mecanismos celulares, como 

fagocitose, desgranulação de proteinases, produção/liberação de moléculas com 

propriedades oxidantes (espécies reativas de oxigênio/nitrogênio), armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (Neutrophil Extracelular Traps; NETs) e citocinas. 

A importância dos neutrófilos na eliminação de agentes invasores pode ser 

observada nos casos relatados da sua deficiência na qual é descrito um estado de 

imunossupressão e o aumento do risco de infecções oportunistas. Por exemplo, 

indivíduos com doença granulomatosa crônica, uma condição hereditária que 

prejudica a NADPH oxidase, um complexo enzimático responsável pela produção de 

espécies reativas de oxigênio, são mais suscetíveis à infecção microbiana e à sepse 

(ROHAN et al 2015). No entanto, uma vez que os mecanismos microbicidas dos 

neutrófilos apresentam propriedades inespecíficas, pois podem afetar 

indiscriminadamente células microbianas e hospedeiras, observa-se que os mesmos 

podem levar a danos graves em tecidos e órgãos vitais, como descritos em doenças 

autoimunes, infecciosas e traumáticas (WANG et al 2006).  
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No contexto de sepse, os neutrófilos desempenham um papel central na 

patologia inflamatória e também na disfunção de múltiplos órgãos (BROWN et al., 

2006). Os neutrófilos são recrutados intensamente durante o curso inflamatório da 

sepse. Durante esse período, ocorre produção intensa de quimiocinas, como 

CXCL1/CXCL2, que juntamente com TNF, induzem o recrutamento e infiltração 

massiva dos neutrófilos da corrente sanguínea para diferentes órgãos vitais, e não 

para o foco infeccioso, contribuindo assim para a bacteremia (Brown et al., 2006). Um 

fato que foi observado na sepse, tanto em modelos experimentais quanto na clínica é 

que, independentemente do local inicial da infecção, os neutrófilos ativados são 

retidos nas amplas redes capilares de órgãos vitais, como fígado e pulmões, 

provocando danos extensos que levam ao comprometimento destes órgãos 

(Andonegui et al., 2009; Brown et al., 2006; Ye et al., 2008). Por exemplo, no fígado, 

a infiltração de neutrófilos contribui para lesões significativas das células hepáticas, 

promovendo hipoperfusão vascular e disfunção orgânica (DHAINAUT et al., 2001). 

Embora a falência hepática fulminante seja uma complicação relativamente rara da 

sepse não severa, os danos no fígado causados pela resposta inflamatória induzida 

pela infecção bacteriana são bastante comuns na sepse grave e, portanto, a disfunção 

hepática vem sendo considerado um fator subestimado ou negligenciado na 

progressão e no alto índice de mortalidade da doença (DHAINAUT et al., 2001; 

WANG, D.; YIN; YAO, 2014). Na endotoxemia, após a administração de LPS, os 

neutrófilos, similarmente ao que ocorre com pacientes com sepse, se acumulam nos 

sinusóides do fígado e nos capilares pulmonares, sugerindo que este modelo 

experimental pode ser útil no entendimento do papel destas células na fisiopatologia 

da doença. 



31 
 

 Diversos estudos recentes vêm relatando a participação de diversas 

subpopulações de neutrófilos em diversas condições fisiológicas e patofisiológicas. 

Durante a sepse, por exemplo, ocorre um recrutamento excessivo de neutrófilos para 

vários órgãos via produção de CXCL1 e TNF (BROWN et al., 2006). Estudos 

experimentais demonstram que, no microambiente inflamatório, os neutrófilos 

recrutados para o local podem sofrer a ação das moléculas inflamatórias secretadas 

e presentes no tecido, como o IFNγ, levando à expressão de PD-L1 (Ligante de Morte 

Programada) (WANG, J. FENG et al., 2021a). O PD-L1 pode ser expresso em células 

imunes como células dendríticas, macrófagos, e células não parênquimais, como os 

hepatócitos. A sua interação com PD-1, presente em células T, B, e NK, é importante 

na regulação e controle da resposta imune, reduzindo a ativação e impedindo uma 

atividade imune exacerbada. Diferentes grupos demonstraram que neutrófilos de 

pacientes sépticos apresentam um aumento significativo na expressão de PD-L1 em 

neutrófilos circulantes em comparação com indivíduos saudáveis, e que estas células 

são associadas com uma condição inflamatória exacerbada, um maior risco de 

disfunção orgânica e um maior índice de mortalidade (WANG, J. FENG et al., 2021a, 

Boomer et al. em 2012). Um outro estudo realizado por Hotchkiss et al. em 2013 

investigou a expressão de PD-L1 em neutrófilos durante a sepse experimental e a sua 

importância na doença. Este grupo demonstrou um aumento significativo na 

expressão de PD-L1 em neutrófilos infiltrados nos pulmões e no fígado, órgãos 

geralmente afetados na sepse, e que a inibição da interação entre de PD-1 com PD-

L1 resultou em uma redução da lesão tecidual, citocinas inflamatórias e uma melhora 

da sobrevida dos animais. 

 Estes trabalhos, juntos, indicam que a expressão de PD-L1 em neutrófilos 

desempenham um papel importante nas lesões teciduais durante o desenvolvimento 
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da sepse, podendo estar ainda envolvida com a exacerbação da resposta imune. No 

entanto, mais estudos são necessários para entender completamente os mecanismos 

envolvidos e explorar o potencial de PD-L1 como um alvo terapêutico na sepse ou 

outras condições inflamatórias e infecciosas. 
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2. OBJETIVO GERAL  

 

 Avaliar o papel dos neutrófilos nas lesões hepáticas induzidas pela sepse em 

animais com doença hepática gordurosa não alcoólica  

  

 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Avaliar possíveis alvos relacionados a suscetibilidade de indivíduos com 

DHGNA durante um estado hiperinflamátorio em modelo experimental e 

humano; 

 

● Avaliar a suscetibilidade em modelo experimental de DHGNA durante um 

estado séptico; 

 

● Avaliar a produção de citocinas e determinar recrutamento celular durante o 

estado séptico de animais com DHNA; 

 

●  Determinar a participação de células T, NK, monócitos e neutrófilos durante o 

estado hiperinflamatório em animais com DHGNA 

 

● Determinar a participação de neutrófilos PD-L1+ na suscetibilidade em animais 

com DHGNA durante um estado de sepse 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS EM EXPERIMENTAÇÃO 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, provenientes do 

biotério central da Universidade de São Paulo (USP) – Campos de Ribeirão Preto. 

Além disso, foram utilizados animais machos deficientes para CCR2-/-, IFNγ-/- e 

TNFR1R2-/- provenientes do biotério de camundongos especiais da mesma 

universidade, que foram adquiridos da Jackson Laboratory. Os animais foram 

mantidos no biotério departamental da Farmacologia da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP), sob condições controladas de ciclo claro/escuro (12 horas/12 

horas), umidade, temperatura e alimentação ad Libitum. Para desenvolvimento das 

doenças hepáticas gordurosas não alcoólicas, animais foram submetidos a dieta 

hiperlipidêmica deficiente em colina (HFCD) durante 2 semanas (RHOSTER, SP). Os 

experimentos foram aprovados e conduzidos de acordo com o Comitê de Ética de 

Animais de Experimentação da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP 

(número de registro: 193/2019) (Anexo 1). 

 

3.2 INDUÇÃO DA ENDOTOXEMIA 

Lipopolissacarídeo (LPS; Escherichia coli (O111:B4), L2630, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) foi administrado intraperitonealmente (10 mg/kg) em camundongos 

C57BL/6J, CCR2 -/-, IFN-/-, TNFR1R2 -/- (com 5 a 6 semanas de idade e peso 

corporal de 22 a 26 g). O LPS foi previamente solubilizado em solução salina estéril e 

estocado em freezer a -70oC. Os animais foram sacrificados 6 horas após a 

administração do LPS. 
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3.3 COLETA DE PLASMA 

Os animais foram submetidos a eutanásia com injeção intravenosa de 

Ketamina (100 mg/kg) e Xillasina (10 mg/kg). Após a confirmação da morte do animal, 

o sangue foi coletado através da punção do plexo orbital utilizando capitar contendo 

20 ul de heparina. O plasma foi separado dos outros hemocomponentes através da 

centrifugação (450xg, 5 minutos, 4oC), coletado e armazenado em Freezer -70oC até 

a análise. 

 

3.4 COLETA DE ÓRGÃOS 

 Após eutanásia, o fígado foi coletado para análise de citometria e quantificação 

de citocinas e quimiocinas. Previamente a coleta, os animais foram eutanasiados e 

perfundidos com a injeção de 20 ml de PBS no ventrículo direito. Foi realizada uma 

prévia incisão do átrio esquerdo que permitiu a saída do sangue e do fluido de 

perfusão. 

 Para citometria, os órgãos foram acondicionados em solução de digestão 

enzimática contendo 1 mg/ml de colagenase do tipo II (Sigma Aldrich - USP) em 2 ml 

de meio RPMI incompleto (Corning – USA) por 45 minutos a 37oC. Após incubação 

por 45 minutos, a digestão foi inibida com adição de 1 ml de RPMI contendo soro fetal 

bovino (Gibco-USA), e o material foi filtrado em cell strainer de 10 uM (Falcon-USA). 

Posteriormente, foram adicionadas as amostras em um gradiente de Percoll (GE 

Healthcare) montados em tubos de 50 ml (Falcon-USA) e centrifugados à 2100 RPMI, 

30 minutos a 22oC. Por fim, as células não parênquimas foram separados de células 

parênquimas. 
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3.5 CITOMETRIA 

Células do fígado foram condicionadas (10 minutos em temperatura ambiente) 

em solução de bloqueio de receptores Fc utilizando FcBlock (BD Biosciences, 

California-USA). Para marcação das células foi utilizado o coquetel de anticorpos: 

Viability BV510-1:3000; Ly6C PerCP- 1:300; Ly6G FITC- 1:300; CD11b APC-Cy7 -

1:300, CD45 PE-Cy7 1:300; PD-L1 APC- 1:300, MHC PE-Cy7: 1:300; IFN PE- 1:200; 

TNF PE- 1:200; tempo de marcação 10 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente as células foram lavadas com PBS e fixadas com 2% de 

paraformaldeído. Monócitos inflamatórios foram definidos CD11bhigh, Ly6G- e Ly6C+ 

e neutrófilos como Ly6G+; células NK foram definidas como CD3-NK1.1+ e células T 

CD3+NK1.1-. 
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Figura 2 Estrategia de gated para fenotipagem celular 

 

3.6 DOSAGEM DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS 

 Após coleta do plasma e tecidos, as concentrações de citocinas e quimiocinas 

foram determinadas através de ensaio imuno-enzimático (ELISA), seguindo o 

protocolo do fabricante (R&D Systems, Minneapolis -USA). Brevemente, o método 

consistiu no coating inicial com anticorpos de captura em placas de 96 poços durante 

12 horas em refrigeração de 4oC. Em seguida, realizamos a lavagem dos anticorpos 

não ligados a placa com PBS-Tween (Sigma Aldrich -USA) por 2 horas em 

temperatura ambiente. Posteriormente, adicionamos 50 ul de amostras a serem 
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quantificadas e os respectivos controles: curvas de calibração e um poço com 

ausência de amostra (branco) que foram incubados por 2h em temperatura ambiente. 

Após lavagem, adicionamos; uma solução 1x de estreptoavidina por 30 minutos em 

temperatura ambiente. Após nova lavagem, adicionamos o substrato colorimétrico 

TMF (tetrametilbenzidina; Sigma) seguida de solução de inibição da reação (H2SO4 ,1 

M). As reações foram lidas em equipamentos de espectrofotometria em comprimento 

de onda de 450 nm (Spectra Max-250, Molecular Devices). 

 As concentrações de citocinas e quimiocinas foram expressas em picogramas 

por ml (pg/ml). Para determinação dos níveis de citocinas e quimiocinas nos tecidos, 

a quantificação por ELISA foi normalizada através do peso do órgão em gramas. 

 

3.7 ISOLAMENTO DE NEUTRÓFILO MURINO 

 Foi obtida a medula óssea de fêmures e tíbias de camundongos C57BL/6 em 

meio Hanks (Sigma-Aldrich). As amostras foram cuidadosamente pipetadas em um 

gradiente de Percoll (GE HealthCare) de concentrações 72% e 65% e centrifugadas 

por 30 minutos, a 1200g, a temperatura ambiente. As células polimorfonucleares 

foram separadas e lavadas com meio Hanks, ressuspendidas em meio RPMI 

suplementado com 0,1% de BSA (Sigma-Aldrich) e contadas em câmara de 

Neubauer. Para a avaliação da pureza, foi feito um esfregaço das células e coradas 

em corante Panótico (Interlab) e avaliadas em microscópio. 

 

3.8 DEPLEÇÃO DE NEUTRÓFILOS 

Para a depleção dos neutrófilos utilizamos diferentes anticorpos/inibidores.  O 

anticorpo Anti-Ly6G (BioXCell, catálogo # BP0075) foi administrado a uma dose de 

500 mg/kg por camundongo (treze dias após o início da dieta, 24 horas antes da 

inoculação do LPS). Para estudos de sobrevida, todos os anticorpos monoclonais 
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foram inoculados uma vez ao dia durante 7 dias consecutivamente. O inibidor de 

CXCR2 SB 225002 (Tocris, catálogo #2725/10) foi injetado em uma dose de 200 

mg/kg intraperitonealmente utilizamos um protocolo semelhante ao anti-Ly6G. Para a 

depleção seletiva de neutrófilos que expressavam -PD-L1, o anti-PD-L1 (BioXCell, 

catálogo #BE0101) foi injetado na dose de 12,5 mg/kg 12 horas antes do desafio com 

LPS e novamente 1 dia após a injeção inicial. No grupo controle foi administrado anti-

mouse IgG2b (12,5 mg/kg) (BioXCell, catálogo #BE0252).  

 

3.9 DEPLEÇÃO DE CÉLULAS NK  

Para a depleção in vivo de células NK, camundongos C57BL/6 machos 

receberam anticorpo neutralizante de células NK (BioXCell, catálogo # PK136) ou 

anticorpo monoclonal de IgG2α de camundongo isótipo-marcado como controle 

(BioXCell, catálogo # BE0252) que foram administrados intraperitonealmente (150 μg 

em 200 μL de PBS 24 horas antes do desafio com LPS). Para avaliar a sobrevida, o 

anticorpo foi inoculado 24 horas antes do desafio com LPS e, em seguida, uma vez 

ao dia durante 7 dias. 

 

3.10 ANÁLISE DE SEQUENCIAMENTO DE RNA DE CÉLULA ÚNICA  

Reanalisamos os dados de transcriptômica de célula única (GSE166504) do 

fígado de camundongos com doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD) e 

seus respectivos grupos controle (GOVAERE et al., 2020). O conjunto de dados foi 

baixado e o arquivo RDS foi importado para o ambiente R (71) na versão v4.2.3 e 

Seurat v4.1.1 (72), filtrando os genes expressos em pelo menos 300 células. Para a 

etapa de pré-processamento, células atípicas foram filtradas com base em três 

métricas (tamanho da biblioteca < 20.000, número de genes expressos entre 200 e 

4.000 e expressão percentual de genes mitocondriais < 0,8). Os 3.000 genes variáveis 
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mais relevantes foram então identificados usando o método 'vst' com a função Find 

Variable Features. A porcentagem de genes mitocondriais foi corrigida na etapa de 

escalonamento e uma Análise de Componentes Principais (PCA) foi realizada usando 

os 3.000 genes variáveis mais relevantes, selecionando os 30 principais componentes 

para redução de dimensão por meio da Projeção Uniforme de Aproximação e Manifold 

(UMAP). Os clusters foram identificados usando a anotação dos autores. Em seguida, 

a análise de expressão gênica diferencial foi realizada usando a função 

FindAllMarkers no Seurat com parâmetros padrão para obter uma lista de marcadores 

gênicos significativos para cada cluster de células. A visualização dos genes que 

ilustram os níveis de expressão foi realizada usando comandos R/Seurat (DimPlot, 

FeaturePlot e DotPlot) com o uso dos pacotes ggplot2 (73) e scCustomize (74) do R. 

 

3.11 ANÁLISE DE SEQUENCIAMENTO DE RNA  

Os dados de RNA-seq foram obtidos de GSE185051 (75). O pacote 

R/Bioconductor edgeR foi utilizado para identificar genes diferencialmente expressos 

entre as amostras, após a remoção de características ausentes (contagem zero em 

mais de 75% das amostras) (76). Genes com uma mudança de dobra > 0,5 foram 

identificados como diferencialmente expressos. 

 

3.12 ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO DE VIAS  

A lista de genes diferencialmente expressos foi enriquecida utilizando o pacote 

R Cluster Profiler (8). Os termos de ontologia gênica (GO) na categoria de Processos 

Biológicos com P < 0,05 foram considerados significativos. Os termos GO 

enriquecidos estatisticamente significantes e não redundantes foram plotados. 
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3.13 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DO FÍGADO 

Para analise histopatológica, amostras de tecido hepático foram fixadas em 

formaldeído a 10% por 48 horas, e depois transferidos para álcool 70%. As amostras foram 

submetidas a uma bateria de desidratação em soluções com concentrações crescentes de 

álcool e xilol, e então foram incluídas em parafina, cortadas com auxílio do micrótomo (5 

µm de espessura) e dispostos em lâminas. As lâminas foram incubadas a 60ºC para fixação 

do corte e em seguida foram lavadas em xilol para retirar o excesso de parafina, e 

hidratados com concentrações decrescentes de álcool (do absoluto ao álcool 70%). Os 

cortes foram então corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), desidratados com 

concentrações crescentes de álcool (do álcool 70% ao absoluto), lavados com xilol e 

montados em lamínula com Bálsamo do Canadá (Vetec Química, Rio de Janeiro, Brasil). 

As imagens foram obtidas em microscópio ótico em aumento de 40x. 

 

3.14 ANALISE ESTATÍSTICA 

Os resultados estão representados com média ± desvio padrão (DP). Diferenças 

estatísticas foram determinados utilizando-se o teste t de Student ou a análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo pós-teste de Bonferroni, para amostras com distribuições normais. 

As analises foram feitas com auxílio do GraphPad-Prism (GraphPad Software Inc., San 

Diego CA, EUA) e foram consideradas estatisticamente significativas as diferenças que 

apresentaram valores de P igual ou menor a 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 A ESTEATOSE HEPÁTICA NÃO ALCOÓLICA EXACERBA A 

PRODUÇÃO DE IFN-GAMMA E TNF-ALPHA, PROMOVENDO MAIOR 

SUSCEPTIBILIDADE À INFLAMAÇÃO INDUZIDA POR LPS. 

 

Para avaliarmos alterações da resposta imune no ambiente hepático na 

DHGNA, realizamos uma reanálise de um conjunto de dados de Bulk RNAseq de 

pacientes com DHGNA com o intuito de identificar possíveis alvos relacionados a 

processos inflamatórios nesta condição clínica (GOVAERE et al., 2020). Nesta 

reanálise, quantificamos alterações na expressão de genes em amostras de pacientes 

com DHGNA e de indivíduos saudáveis. No presente estudo, quando comparamos os 

dois grupos, observamos a regulação positiva de 5240 genes, entre eles EIF4H, 

TMEM, MOB1A, SERBP1, TM9SF1, HINT3, ARF3, CHTF8, PDIA6, e 5806, e a 

regulação negativa de genes, como FOSB, KAT2A, SNRNP70, CCNL2, AMY2B, 

EXD3 e EBNA1BP2. Entre os genes com regulação positiva destacamos os genes 

CD274 e o IFNGR2, que são correspondentes ao PD-L1 e ao receptor de IFN-γ, 

respectivamente (Fig4A). Adicionalmente, realizamos uma análise de enriquecimento 

de vias dentro dos genes com regulação positiva usando a Gene Ontology (GO), que 

revelou um aumento na expressão de genes de diversas vias associados à diversas 

funções imunes tais como fagocitose, migração de leucócitos, resposta a produtos 

bacterianos, genes de resposta à interleucina-1-beta (IL1B), TNFα e IFN-γ (Fig4B).  

Finalmente, realizamos reanálises de sequenciamento de Single Cell RNAseq 

camundongos com DHGNA recentemente publicado para confirmar se os genes 

associados ao IFN-γ e TNFα também se encontram regulados positivamente neste 

modelo murino de endotoxemia (SU et al, 2023). Nesta reanálise, assim como 

observdo na reanálise de material hepáticos de pacientes com DHGNA, notamos um 
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aumento na expressão de IFN-γ, CD274 e TNFα no fígado sob condição de DHGNA. 

Além destes dados, observamos um aumento no número de células mieloides, células 

T e células NK no tecido hepático nestas condições patológicas, sugerindo que estas 

células poderiam ser fontes de IFN-γ, CD274 e TNFα (Fig. 5A e 5B). Ao reanalisarmos 

especificamente a expressão destes genes naquelas células, concluímos que as 

células T e as NK apresentaram um aumento na expressão de IFN-γ, enquanto que 

os genes CD274 e TNFα estavam aumentados nas populações de células mieloides, 

como monócitos e neutrófilos (Fig5C). Esses dados sugerem que as vias associadas 

a IFN-γ, CD274 e TNFα podem estar associadas a resposta inflamatória exacerbada 

que foi observada durante a DHGNA. 

 

Figura 4- A expressão de genes das vias inflamatórias IFNγ e TNFα é aumentada 

durante o desenvolvimento da DHGNA em  humanos. (A) Gráficos de vulcão mostrando a 

variação fold e o valor de P para a comparação da expressão gênica em fígados de pacientes com NAFLD 

em comparação com pacientes saudáveis. Os genes de interesse são indicados nos gráficos de vulcão. (B) 

Análise funcional GO dos DEGs. A análise de enriquecimento GO dos DEGs foi realizada usando o DAVID. 

Os 20 termos GO mais significativamente enriquecidos (P<0,05) nos ramos de processo biológico, função 

molecular e componente celular são apresentados. Todos os valores estatisticamente significativos ajustados 

dos termos foram transformados em logaritmo negativo de base 10. DEGs são genes diferencialmente 

expressos; GO é a sigla para gene ontology. 
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Figura 5- A expressão de genes das vias inflamatórias IFNγ e TNFα é aumentada 
durante o desenvolvimento da DHGNA em humanos. (A) Gráficos de vulcão mostrando 

a variação fold e o valor de P para a comparação da expressão gênica em fígados de pacientes com 
DHGNA em comparação com pacientes saudáveis. Os genes de interesse são indicados nos gráficos 
de vulcão. (B) Análise funcional GO dos DEGs. A análise de enriquecimento GO dos DEGs foi realizada 
usando o DAVID. Os 20 termos GO mais significativamente enriquecidos (P<0,05) nos ramos de 
processo biológico, função molecular e componente celular são apresentados. Todos os valores 
estatisticamente significativos ajustados dos termos foram transformados em logaritmo negativo de 
base 10. DEGs são genes diferencialmente expressos; GO é a sigla para gene ontology. 

 

Para estudar a DHGNA como uma comorbidade que aumenta a exacerbação 

de condições hiperinflamatórias, camundongos foram alimentados com uma dieta 

HFCD (High Fat Diet Coline Deficient) ou dieta controle (Chow), um modelo conhecido 

por induzir o desenvolvimento da DHGNA, por apenas duas semanas. É importante 

salientar que estes camundongos alimentados com esta dieta por duas semanas não 

apresentaram sinais de danos e resposta inflamatória no tecido hepático, conforme 

evidenciado pela ausência de aumento nos níveis plasmáticos de alanina 
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aminotransferase (ALT) (um marcador conhecido de lesão hepática) e infiltração de 

leucócitos no fígado, respectivamente (Fig6C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura e deficiente 
em colina (HFCD) desenvolvem DHGNA e são mais suscetíveis à endotoxemia. 
(A) Ilustração esquemática do desenho experimental. (B) Curvas de sobrevida de camundongos com 
DHGNA (n=5) e Chow (n=5) 7 dias após inoculação intraperitoneal de LPS (10 mg/kg). (C e D) Níveis 
séricos de ALT e ureia em camundongos com DHGNA e Chow, 6 horas após administração de LPS 
(10 mg/kg) e PBS (n=5). (E) Efeito da inoculação de LPS na histologia do fígado de camundongos com 
DHGNA e Chow. 
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Com o objetivo de investigar a resposta inflamatória sistêmica destes animais 

com DHGNA, mas na ausência de sinais de danos e inflamação hepática, desafiamos 

os mesmos com uma dose de LPS (10 mg/kg; intraperitoneal). Inicialmente, 

observamos que animais alimentados com dieta regular (grupo controle) 

apresentaram um índice de mortalidade que variou de 10 a 50% (Fig6A e 6B).  

No entanto, observamos que os animais com DHGNA foram mais suscetíveis  

a endotoxina, apresentando elevado índice elevado de mortalidade (100%) (Fig6B). 

Curiosamente, esses animais (que não apresentavam danos hepáticos decorrente da 

dieta) apresentaram extensos danos no fígado após a administração de LPS sem 

apresentar, no entanto, quaisquer sinais de lesão ou infiltração de leucócitos em 

outros órgãos vitais, como os rins (Fig6D), indicando que nas condições experimentais 

avaliadas, a resposta inflamatória patológica foi específica ao tecido hepático 

Com base em nossa observação de aumento de IFN-γ e TNFα nas reanálises 

de RNAseq, investigamos o papel dessas citocinas na susceptibilidade dos 

camundongos com DHGNA quando desafiados com LPS. No presente estudo, 

observamos, 6 horas após o desafio com LPS, uma produção exacerbada de ambas 

as citocinas apenas no fígado do grupo alimentado com HFCD (Fig7A e 7B). Para 

confirmar o papel destas citocinas nas lesões de animais alimentados com HFCD 

durante endotoxemia, injetamos LPS em camundongos com DHGNA IFN-γ -/- e 

TNFR1R2α -/- e observamos uma redução significativa nas  lesões hepáticas quando 
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comparado com camundongos WT nas mesmas condições experimentais (Fig7C e 

7D). 

Figura 7- Animais com DHGNA possuem exacerbação de IFNγ e TNFα durante a 
endotoxemia. A) Secreção de IFNγ e (B) TNF-α nos fígados de camundongos Chow e DHGNA 

injetados com LPS (10 mg/kg) (n = 5). (C) Níveis séricos de ALT em camundongos com DHGNA e 
Chow e/ou com a deleção de IFNγ (IFNγ-/-) e (D) TNFα (TNFR1R2-/-), 6 horas após administração de 
LPS (10 mg/kg) e PBS (n = 5). 

 

Além disso, camundongos TNFR1R2-/- e IFN-γ-/- com DHGNA após o desafio 

com LPS também apresentaram uma redução da infiltração de leucócitos no tecido 

hepático e uma melhora da sobrevida (Fig8A, 8B e 8C), respectivamente. Em 

conjunto, esses dados sugerem que os níveis elevados de IFN-γ e TNFα contribuem 

para a susceptibilidade da DHGNA ao desafio do LPS. Finalmente, a ausência de IFN-

γ e sinalização do TNFα, conforme evidenciado nos camundongos IFN-γ -/- e 

TNFR1R2α -/-, resultou na redução de lesões hepáticas, diminuição da infiltração de 

leucócitos e melhor índice de sobrevida em animais endotoxêmicos alimentados com 

ração Chow e HFCD. 
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Figura 8 TNF-α e IFN-γ participam da susceptibilidade em camundongos com 
DHGNA à endotoxemia.  (A) Efeito da inoculação de LPS na histologia do fígado de 

camundongos com DHGNA e Chow e/ou deleção de IFN (IFNγ-/-) e TNF (TNFR1R2-/-). (C) Curvas de 
sobrevida de camundongos com DHGNA (n = 5) e Chow (n = 5) e/ou deleção de IFN (IFNγ-/-) e (B) 
TNF (TNFR1R2-/-), 7 dias após a inoculação intraperitoneal de LPS (10 mg/kg). 
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4.2 A ESTEATOSE HEPÁTICA NÃO ALCOÓLICA INDUZ O RECRUTAMENTO DE 

CÉLULAS NK QUE SÃO FONTES DE PRODUÇÃO DE IFN-Γ NA ENDOTOXEMIA.  

 

Considerando que as células T CD4 e CD8 são as principais fontes 

significativas de produção de IFN-γ durante a inflamação (BURKE et al, 2019), 

investigamos o papel destas células na susceptibilidade de camundongos com 

DHGNA. Inicialmente, observamos um aumento na produção de IFN por células T 

CD8 (Fig9B, 9D) e não por células T CD4 (Fig9A, 9C). Para entender sua participação 

na susceptibilidade de animais com NAFLD durante a hiperinflamação, desafiamos 

animais com DHGNA na ausência de células T (Rag -/-) e avaliamos sua sobrevida. 

Surpreendentemente, os animais deficientes em células T HFCD permaneceram 

suscetíveis ao desafio com LPS (Fig9E), sugerindo que essas células não contribuem 

para a susceptibilidade a sepse e não são fontes de produção de IFN-γ durante a 

hiper-inflamação na DHGNA. 

 

  

 

 

      

 

     ` 
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Figura 9- Células T não participam na suscetibilidade durante a endotoxemia na 
DHGNA. (A) Frequência de células T CD4 IFN e (B) células T CD8 IFN em animais com DHGNA e 

Chow 6 horas após a inoculação de LPS. (C) exibe as curvas de sobrevida de camundongos com 
NAFLD (n = 5) e Chow (n = 5) e/ou deleção de células T (RAg-/-). (D) e (E) representam o número de 
células e a frequência de células NK IFN NK em animais com DHGNA e Chow 6 horas após a 
inoculação de LPS, respectivamente. 
 
 

Outras células produtoras de IFN-γ que são recrutadas para o tecido hepático 

durante a DHGNA e envolvidas na patogênese da sepse são as células NK (ARMER, 

et al. 2018, MARTINEZ-CHANTAR, et al. 2021, WANG et al, 2022, HE et al, 2016, 

JENSEN et al, 2018, KUMAR, 2019). Portanto, avaliamos a presença dessas células 

no tecido hepático em animais controle e endotoxêmicos e observamos que as células 

NK se encontram aumentadas somente após o desafio com LPS durante a DHGNA 

em comparação com os camundongos alimentados com ração normal e nos animais 

controle (Fig10A e 10C). Em concordância com estes resultados, nossas análises de 

citometria demonstraram que as células NK infiltradas no tecido hepático secretam 

altos níveis de IFN-γ (Fig10B e 10D). Para avaliar a participação das células NK 

durante a hiper-inflamação na DHGNA, depletamos essas células tratando os animais 

com anticorpo anti-NK 1.1 que, em seguida, foram desafiados com LPS. No presente 



51 
 

estudo, os animais com NAFLD e células NK depletadas apresentaram uma melhora 

na sobrevida (Fig10E), confirmando a participação das células NK na susceptibilidade 

de animais com DHGNA ao desafio com LPS. Além disso, quando as células NK estão 

ausentes, os animais com DHGNA apresentam uma redução dos danos hepáticos 

(Fig10F), e nos níveis hepáticos de IFN-γ (Fig10G) e TNFα (Fig10H).  

Adicionalmente, observamos também que nos animais deficientes em IFN-γ, a 

produção de TNFα também é atenuada (Fig10I), sugerindo que o IFN-γ é responsável 

pela produção de TNFα na NAFLD durante a endotoxemia. Nossos dados 

demonstrando que as células NK de camundongos com DHGNA expressam IFN-γ 

após o desafio com LPS, em conjuntos com aqueles que demonstram que a regulação 

positiva das vias de IFN-γ observada nas células T e NK na análise de scRNAseq (Fig 

5), sugerem que essa citocina desempenha um papel crucial na resposta hiper-

inflamatória em animais alimentados com HFCD. 

 

. 
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Figura 10- Células NK são grandes fontes produtoras de IFN e participam da 
suscebitilidade durante a endotoxemia na DHGNA. (A)Gated representativo das 

populações de NK 1.1+CD3-. (B)Gated representativo da produção de IFN pelas células NK. (C) e (D) 
representam o número de células e a frequência de células NK IFN nas células de animais com DHGNA 
e Chow, respectivamente, 6 horas após a inoculação de LPS. (E) mostra as curvas de sobrevida de 
camundongos com DHGNA (n = 5) e Chow (n = 5) e/ou células NK esgotadas (Anti NK 1.1), 7 dias 
após a inoculação intraperitoneal de LPS (10 mg/kg). (F) apresenta os níveis séricos de ALT de 
camundongos com NAFLD e Chow e/ou células NK esgotadas (Anti NK 1.1), 6 horas após a 
administração de 10 mg/kg de LPS e PBS (n = 5). (G) e (H) mostram a secreção de IFN e TNF-α nos 
fígados de camundongos Chow e DHGNA injetados com LPS (10 mg/kg) (n = 5), respectivamente. (I) 
mostra a secreção de TNF-α nos fígados de camundongos Chow e NAFLD e/ou com deleção de IFNγ 
(IFNγ-/-) injetados com LPS (10 mg/kg) (n = 5). 
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4.3 NEUTRÓFILOS SÃO RESPONSÁVEIS PELA SUSCETIBILIDADE DURANTE A 

HIPERINFLAMAÇÃO NA DHGNA. 

 

Durante o desenvolvimento da DHGNA, é bem estabelecido que células do 

sistema imune inato, como monócitos e neutrófilos, são recrutadas inicialmente para 

o tecido hepático (ARMER et al, 2018, NATI et al,2021). Com isso em mente, 

desafiamos camundongos com DHGNA com LPS para que, em seguida, 

avaliássemos a infiltração dessas células no fígado. Seis horas após a administração 

do LPS, observamos que os monócitos são recrutados de maneira exacerbada para 

o local (Fig11A e 11B). 

Uma vez que monócitos inflamatórios emigram da medula óssea para a 

periferia via CCR2 e, posteriormente, migram para os tecidos inflamados (MARTÍNEZ-

CHANTAR et al, 2021 WANG et al, 2022, LI et al, 2020, KRENKEL et al, 2018), 

investigamos o papel dos monócitos na DHGNA usando camundongos 

endotoxemicos knockout para o receptor CCR2 (CCR2-/-). Após a administração com 

LPS, os animais CCR2-/-, permaneceram suscetíveis ao desafio apresentando 

mesmo índice de mortalidade dos animais controle (CCR2+/+)(Fig12A e 12B), 

sugerindo que os monócitos não participam do aumento da suscetibilidade á hiper-

inflamação em animais com DHGNA. 
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Figura 11- Monócitos e neutrófilos são recrutados durante a endotoxemia na 
DHGNA. (A) Gráfico representativo de citometria de fluxo mostrando monócitos 

(CD45+CD11B+MHC-Ly6C+Ly6G-) e neutrófilos (CD45+CD11B+MHC-Ly6C+Ly6G+) e o número de 
monócitos (B) e neutrófilos (C) em animais com DHGNA e Chow após a inoculação de LPS.A) Gráfico 
representativo de citometria de fluxo mostrando monócitos (CD45+CD11B+MHC-Ly6C+Ly6G-) e 
neutrófilos (CD45+CD11B+MHC-Ly6C+Ly6G+) e o número de monócitos (B) e neutrófilos (C) em 
animais com DHGNA e Chow após a inoculação de LPS. 
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Figura 12. Os monócitos não participam da susceptibilidade em camundongos 
com DHGNA à endotoxemia. Gráfico representativo de citometria de fluxo mostrando monócitos 

em camundongos C57BL/6 e CCR2-/- com DHGNA e Chow 6 horas após o desafio com LPS 10 mg/kg. 
Curvas de sobrevida de camundongos com DHGNA (n = 5) e Chow (n = 5) e/ou deleção de CCR2 
(CCR2-/-), 7 dias após a inoculação intraperitoneal de LPS (10 mg/kg). 

 

Na sequência, investigamos a participação de neutrófilos na suscetibilidade à 

hiper-inflamação em animais endotoxêmicos com DHGNA, uma vez que altos níveis 

de neutrófilos são detectados no tecido hepático durante a DHGNA (Fig11A e 11C) e 

seu recrutamento exacerbado também ocorre durante um estado hiper-inflamatório 

induzido por LPS (Fig11A e 11C). Para investigar o papel da participação dos 

neutrófilos na hiper-inflamação durante a DHGNA, os animais alimentados com HFCD 

foram tratados um dia antes do desafio com LPS com CXCR2i, que possui a 

propriedade de inibir a migração dos neutrófilos, ou anticorpo anti-LY6G, que depleta 

os neutrófilos. No presente estudo, observamos que, após os tratamentos com as 

drogas citadas reduziram a infiltração de leucócitos para o tecido hepático (Fig13A) e 
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níveis elevados de biomarcadores de lesões hepáticas (ALT) (Fig13B) e de inflamação 

(TNFα) (Fig13C). Avaliando a participação dos granulócitos na suscetibilidade durante 

a hiper-inflamação na DHGNA, animais tratados com CXCR2i e anti-Ly6G também 

apresentaram uma melhora significativa em sua sobrevida (Fig13D e 13E), sugerindo 

um papel crucial de neutrófilos na suscetibilidade na DGNA durante a hiper-

inflamação. 
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Figura 13- Neutrófilos mediam a suscetibilidade de animais com DHGNA à 
endotoxemia. (A) Efeito da inoculação de LPS na histologia do fígado de camundongos com 

DHGNA e Chow tratados com um inibidor de CXCR2 (CXCR2i) e animais depletados de neutrófilos 
(anti-Ly6G). (B) Níveis séricos de ALT de camundongos com DHGNA e Chow e/ou CXCR2i e anti-
Ly6G, 6 horas após a administração de 10 mg/kg de LPS e PBS (n=5). (C) Secreção de TNF-α no 
fígado de camundongos Chow e NAFLD injetados com LPS (10 mg/kg) (n = 5). Curvas de sobrevivência 
de camundongos com DHGNA (n=5) e Chow (n=5) e/ou anti-Ly6G (D) e (E) CXCR2i, 7 dias após a 
administração intraperitoneal de LPS (10 mg/kg). 
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4.6 IFN-γ induz expressão de PD-L1 em neutrófilos durante DGNA 

 

O IFN-γ é uma citocina inflamatória que desempenha um papel crucial na 

resposta imune mediada por células T e NK (ARASE; ARASE; SAITO, 1996; 

ERIGUCHI et al., 2018a; HE et al., 2016; JENSEN et al., 2018; KUMAR, 2019a; LIN 

et al., 2021a). No entanto, estudos recentes têm mostrado que o IFN-γ também pode 

influenciar a expressão de moléculas de checkpoint imunológico, como a proteína de 

ligação à morte programada 1 (PD-L1) nas células imunológicas, incluindo neutrófilos 

(CARRANZA-TREJO et al., 2021; FALCINELLI et al., 2023a). A expressão de PD-L1 

em neutrófilos tem sido demonstrada em diversas condições inflamatórias e 

infecciosas, incluindo sepse, tuberculose e câncer (ERIGUCHI et al., 2018b; 

KRENKEL et al., 2018; LI et al., 2020; LIN et al., 2021b; MCNAB et al., 2011a; 

THANABALASURIAR et al., 2021a; WANG, J. FENG et al., 2021b). Ao reanalisarmos 

conjuntos de dados de células únicas de pacientes e camundongos com DHGNA, 

observamos um aumento na expressão dos genes CD274 e TNFα em neutrófilos. 

Curiosamente, o IFN-γ é regulado positivamente em células NK e é responsável por 

induzir a expressão de CD274 e TNFα em várias células (Fig5D e 5F). Investigamos 

se o IFN-γ induz a expressão de PD-L1 em neutrófilos durante a hiper-inflamação na 

NAFLD. Curiosamente, em camundongos com NAFLD, os neutrófilos mostraram 

aumento da expressão de PD-L1 quando comparados aos que receberam uma dieta 

normal (Fig14A). Além disso, quando desafiados com LPS, os camundongos com 

DHGNA apresentaram um número exacerbado de neutrófilos PD-L1+ (Fig14B).  
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Figura 14- Neutrófilos expressam PD-L1 durante endotoxemia na DHGNA. (A) 

Gráfico representativo de citometria de fluxo mostrando a expressão de PD-L1 em neutrófilos 
selecionados e (B) a quantificação de neutrófilos PD-L1+ no fígado de camundongos com DHGNA e 
Chow 6 horas após a inoculação de LPS (n=5 por grupo). 

 

Em seguida, investigamos se o IFN-γ é um fator importante para a regulação 

positiva de PD-L1 em neutrófilos durante a DHGNA. Camundongos com DHGNA e 

sem IFN-γ (IFNγ-/-) foram desafiados com LPS e avaliados quanto à expressão de 

PD-L1 nos granulócitos. Curiosamente, na ausência de IFN-γ, os neutrófilos não 

expressaram PD-L1, e sua infiltração no fígado foi atenuada (Fig15A e 15B).  

Como observado na sepse, os neutrófilos PD-L1 apresentaram taxas reduzidas 

de apoptose (WANG, J. FENG et al., 2021b). Na sequência, cultivamos neutrófilos na 

presença de IFN e/ou LPS e avaliamos a taxa de apoptose nestas células. 

Curiosamente, nessas condições in vitro, os neutrófilos expressaram PD-L1 e 

apresentaram taxas reduzidas de apoptose (Fig15C e 15D), sugerindo que neutrófilos 

que expressam PD-L1 poderiam sobreviver por longos períodos no ambiente hepático 

na DHGNA, acentuando a resposta inflamatória induzida por LPS. 
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Figura 15- O IFN-γ induz a expressão de PD-L1 e reduz a apoptose em neutrófilos 
de camundongos com DHGNA. (A) Gráfico representativo de citometria de fluxo mostrando a 

expressão de PD-L1 em neutrófilos selecionados e (B) a quantificação de neutrófilos PD-L1+ no fígado 
de camundongos com DHGNA e Chow e/ou com deficiência de IFNγ (IFNγ-/-) 6 horas após a 
inoculação de LPS (n=5 por grupo). (C) Gráfico representativo de citometria de fluxo mostrando a 
expressão de PD-L1 e apoptose (Annexin V+ 7AAD+) em neutrófilos selecionados e (D) a frequência 
de apoptose em neutrófilos cultivados em meio, LPS, IFN ou LPS+IFN por 24 horas 

 

Descobrimos que, tanto em condições de estado estável quanto hiper-

inflamatório, os neutrófilos hepáticos de camundongos com DHGNA exibem um nível 

robusto de expressão de PD-L1 em comparação com os neutrófilos de seus 

respectivos grupos de controle (grupos A x B da Figura 5 e grupos C x D, 

respectivamente). Além disso, essa expressão robusta e distinta de PD-L1 nos 
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neutrófilos hepáticos de animais controle e com DHGNA hiper-inflamada não é 

encontrada nos respectivos equivalentes pulmonares (Figura 16).  

Esse achado sugere que essa alteração imunológica observada em 

camundongos com DHGNA é uma condição específica do órgão, corroborando com 

nossos dados anteriores que demonstraram que a lesão hepática induzida por LPS é 

encontrada apenas no fígado em animais alimentados com HFCD (Figura 6C). 

 

 

Figura 16-A expressão de PD-L1 em neutrófilos ocorre no fígado e não nos 
pulmões em animais com DHGNA durante a endotoxemia. Gráfico representativo de 

citometria de fluxo mostrando a expressão de PD-L1 em neutrófilos selecionados no fígado e pulmões 
de camundongos com DHGNA e Chow 6 horas após a inoculação de LPS (n=5 por grupo). 
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4.8 Os neutrófilos expressam PD-L1 e secretam TNFα durante a hiper-

inflamação na DHGNA 

 

Estudos recentes sugerem que a expressão de PD-L1 nas células do fígado 

pode estar envolvida na patogênese da DHGNA (LOMBARDI et al, 2022 DONG et 

al,2022), enquanto a secreção de TNFα pelos neutrófilos pode desempenhar um papel 

crítico na inflamação hepática associada à DHGNA (WANG et a, 2021, FALCINELLI 

et al, 2023). No entanto, a relação entre PD-L1 e TNFα produzido pelos neutrófilos 

ainda não foi explorada. Sabe-se que o IFN-γ é uma citocina-chave que pode induzir 

a expressão de PD-L1 nas células do fígado durante a DHGNA (CARPINO et al, 2020, 

LOMBARDI et al, 2023). Assim, o entendimento da relação entre a expressão de PD-

L1 induzida por IFN-γ e a secreção de TNFα pelos neutrófilos durante a DHGNA pode 

ter implicações importantes para o desenvolvimento de terapias imunomoduladoras 

para doenças hepáticas. 

Para investigar uma possível conexão em nosso estudo, animais com DHGNA 

foram expostos a LPS e a secreção de TNFα pelos neutrófilos PD-L1+ foi avaliada. 

Observamos uma produção exacerbada de TNFα pelos neutrófilos PD-L1+ na 

DHGNA após a administração de LPS quando comparados aos neutrófilos de animais 

do grupo controle (Figura 17A, B e D).  
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Figura 17-A secreção dependente de IFN-γ de TNF-α por neutrófilos PD-L1+ 
induz a susceptibilidade de animais com DHGNA à endotoxemia. (A) Gráfico 

representativo de citometria de fluxo mostrando a expressão de TNF em neutrófilos PD-L1+ no fígado 
de animais com DHGNA e Chow 6 horas após a inoculação de LPS. (B) Número de neutrófilos TNF+. 
(C) Número de neutrófilos TNF+PD-L1-. (D) Número de neutrófilos TNF+PD-L1+. (E) Gráfico 
representativo de citometria de fluxo mostrando a expressão de TNF em neutrófilos PD-L1+TNF+ no 
fígado de animais com DHGNA e Chow e/ou depletados de células NK (anti-NK 1.1) 6 horas após a 
inoculação de LPS. (F) Número de neutrófilos PD-L1+. (G) Frequência de neutrófilos TNF+. 
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Na sequência, devido ao envolvimento do TNFα em várias respostas 

inflamatórias sistêmicas na sepse, investigamos o papel do TNFα em animais 

endotoxêmicos com DHGNA. Com isso em mente, para avaliar o efeito da ausência 

de TNFα em animais com DHGNA, desafiamos animais deficientes na sinalização do 

TNFα (TNF R1R2-/-) com LPS e avaliamos o seu papel na migração de neutrófilos. De 

maneira interessante, a ausência da sinalização de TNF durante o desafio com LPS 

não impacta no recrutamento (Fig 18 A e 18C) e expressão de PD-L1 (Fig 18 B e 18D) 

nos neutrófilos no ambiente hepático. Além disso, não altera a produção de IL-10 (Fig 

18E) e IFN (Fig 18G) em animais TNFR1R2-/- submetidos à dieta HFCD durante o 

estado inflamatório. Esses resultados sugerem que, embora o TNFα seja crucial na 

fisiopatologia da endotoxemia, a ausência de sua sinalização intracelular não 

compromete significativamente a migração de neutrófilos ou a expressão de PD-L1 

no local da inflamação (Fig 18) 
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Figura 18. Os animais TNFR1/R2 -/- não apresentam redução na infiltração de 
neutrófilos no tecido hepático de animais com DHGNA durante a endotoxemia. 

(A) Gráfico representativo de citometria de fluxo mostrando neutrófilos (CD11B+L6G+), e (B) expressão 
de PD-L1 em neutrófilos. (C) Número de neutrófilos, e (D) número de neutrófilos PD-L1+ no fígado de 
camundongos com DHGNA e Chow e/ou TNFα (TNFR1R2-/-), 6 horas após a inoculação de LPS (n=5 
por grupo). (E) Secreção de IL-10, (F) TNF-α e (G) IFN no fígado de camundongos Chow e NAFLD 
e/ou TNFα (TNFR1R2-/-), 6 horas após a administração de LPS (10 mg/kg) (n=5). 
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4.9 O tratamento com anti-PD-L1 protege animais com NAFLD durante a hiper-

inflamação 

 

Para confirmar o papel funcional da PD-L1 expressa por neutrófilos na patologia 

da hiper-inflamação em camundongos com NAFL, investigamos se o uso de 

anticorpos anti-PD-L1, um medicamento biológico que se liga à PD-L1 inibindo sua 

interação com o PD-1, poderia atenuar a resposta inflamatória hepática com 

consequente redução da mortalidade. Para isso, tratamos os camundongos com anti-

PD-L1e em seguida injetamos LPS em camundongos WT com DHGNA (Fig19A). A 

administração intraperitoneal do medicamento anti-PD-L1, mas não do IgG (grupo 

controle), reduziu a resposta inflamatória no fígado (Fig19F) e o dano hepático 

(Fig19B), resultando em uma melhora na mortalidade dos hospedeiros (Fig19D). Além 

disso, observamos que esse tratamento também reduziu os níveis de TNFα, mas não 

de IFN-γ, no fígado dos camundongos (Fig19C). Importante destacar que o tratamento 

com anti-PDL1 preveniu o recrutamento de neutrófilos para o microambiente hepático 

induzido por LPS e a população elevada de neutrófilos expressando PD-L1 em 

animais alimentados com HFCD (Fig19J e 19L). Esses parâmetros não sofreram 

alterações nos camundongos alimentados com ração controle (Fig19G e 19H). 

Finalmente, não observamos alteração no número de células NK recrutadas em todos 

os grupos investigados (Fig19L e 19I). Em conjunto, nossos dados indicam que o 

tratamento com terapia anti-PD-L1 diminui seletivamente a produção exacerbada de 

TNFα derivada de neutrófilos em camundongos com DHGNA, sem interferir na 

atividade secretora de IFN-γ das células NK. 
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Figura19. O tratamento com anti PD-L1 reduz os neutrófilos PD-L1 em animais 
com DHGNA durante a endotoxemia. (A) Ilustração esquemática do desenho experimental. 

(B) Níveis séricos de ALT de camundongos com DHGNA e Chow e/ou tratados com anti-PDL1, 6 horas 
após a administração de 10 mg/kg de LPS e PBS (n=5). (C) Secreção de IFN e TNF-α no fígado de 
camundongos Chow e DHGNA injetados com LPS (10 mg/kg) e tratados com anti-PDL1 (n = 5). (D) 
Curvas de sobrevivência de camundongos com NAFLD (n=5) e Chow (n=5) e/ou tratados com anti-PD-
L1, 7 dias após a inoculação intraperitoneal de LPS (10 mg/kg). (E) Gráfico representativo de citometria 
de fluxo mostrando a expressão de TNF em neutrófilos PD-L1+ no fígado de animais com NAFLD e 
Chow e/ou tratados com anti-PD-L1 6 horas após a inoculação de LPS. (F) Efeito da inoculação de LPS 
na histologia do fígado de ratos com DHGNA e Chow e/ou tratados com anti-PDL-L1. (G e J) Frequência 
de neutrófilos PD-L1, (H e K) Número de neutrófilos, (I e L) Número de células NK de animais com 

DHGNA e Chow e/ou tratados com anti-PDL1 após 6 horas da inoculação de LPS. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Até a pouco tempo atrás, a patogênese da DHGNA e sepse eram consideradas 

duas condições independentes e não interligadas que estavam associadas a 

respostas inflamatórias locais e sistêmicas específicas, respectivamente. A DHGNA é 

uma condição crônica do fígado caracterizada pelo acúmulo de gordura no fígado em 

indivíduos que não consomem quantidades excessivas de álcool. Por outro lado, a 

sepse é uma condição inflamatória sistêmica e exacerbada associada a uma resposta 

infecciosa que danifica os vitais órgãos do hospedeiro, como o fígado. No entanto, 

estudos epidemiológicos mais recentes têm sugerido que a presença de DHGNA pode 

estar associada a uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de formas mais 

severas de sepse (ACHARYA; BAJAJ, 2017; MOHAMMAD; THIEMERMANN, 2021). 

No entanto, embora os mecanismos precisos que associam a DHGNA com risco de 

desenvolver uma sepse mais letal não são compreendidos ainda, sugere-se que a 

inflamação crônica e a função imunológica comprometida em pacientes com DHGNA 

possam contribuir para o agravamento da doença.  

Dado que a DHGNA e a sepse são doenças crescentes na área de saúde 

global, com opções terapêuticas bastante limitadas, mais estudos são necessários 

para o entendimento da sua correlação e para o desenvolvimento de estratégias 

eficazes de prevenção e tratamento da sepse. No presente estudo, descrevemos pela 

primeira vez que camundongos alimentados com dieta rica em gordura e colesterol 

são mais susceptíveis a um estado hepático inflamatório, quando comparado com 

animais submetidos a dieta regular, após a administração de LPS, sugerindo que a 

DHGNA pode ser considerada um fator de risco crucial para a progressão da sepse. 

Curiosamente, é importante mencionar que estes animais alimentados por apenas 
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duas semanas (o padrão da literatura são quatro semanas), não foram diagnosticados 

com DHGNA uma vez que nenhum dano hepático foi detectado.  

Além disso, exploramos os mecanismos celulares e moleculares subjacentes 

ao eixo imunológico envolvido com a lesão hepática na DHGNA. Neste presente 

estudo, a administração de LPS em camundongos com DHGNA promoveu uma 

resposta inflamatória exacerbada decorrente do aparecimento de um fenótipo 

específico de granulócitos expressando PD-L1, que secretam altos níveis de TNF por 

uma via dependente da produção de IFN-γ secretada por células NK. Observamos 

também que outras células do sistema imunológico inato e adaptativo, como células 

T CD4+ e CD8+ e células mononucleares, respectivamente, não participaram da 

susceptibilidade dos camundongos ao desenvolvimento de resposta inflamatórias 

exacerbadas características da sepse. A compreensão dos mecanismos da resposta 

imune no fígado sugere que o desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

direcionadas a estes componentes do sistema imune pode ser altamente relevante na 

regulação da inflamação sistêmica na DHGNA prevenindo, consequentemente, a 

progressão dessa patologia para casos mais graves e letais. 

A literatura vem apresentando a participação das células NK e neutrófilos 

durante o desenvolvimento da DHGNA (CHEN; TIAN, 2020; HWANG et al., 2021b; 

MANTOVANI et al., 2011; MARTÍNEZ-CHANTAR; DELGADO; BERAZA, 2021b; 

STIGLUND et al., 2019). Da mesma forma, durante processos infecciosos, como a 

sepse, ambas populações celulares estão relacionadas a consequências prejudiciais 

ao individuo (FALCINELLI et al., 2023b; MCNAB et al., 2011b; QIN et al., 2019; 

THANABALASURIAR et al., 2021b, c). No entanto, é desconhecido a importância 

dessas células quando ambas condições, sepse e DHGNA, acontecem 

simultaneamente. Com base na reanálise de dados bioinformáticas previamente 
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publicadas (SU et al., 2021; YAO et al., 2022), observamos que nossas descobertas 

foram semelhantes às encontradas em pacientes e camundongos com DHGNA 

diagnosticada, indicando respostas imunes semelhantes entre diferentes espécies de 

mamíferos. Esses dados mostraram que, em populações com DHGNA, IFN-γ e TNFα 

estão aumentados, e que, em camundongos alimentados com dieta rica em gordura 

e frutose, há aumento de IFN-γ nas células NK, e de TNFα e CD274 (PD-L1) nas 

células mieloides (SU et al., 2021; YAO et al., 2022). Assim, esses dados reforçam 

nosso estudo atual, indicando possíveis componentes celulares e seus produtos 

envolvidos na susceptibilidade da DHGNA à sepse. 

As células NK, células linfoides inatas que desempenham funções efetoras, 

como a produção de IFN-γ e citotoxicidade, são componentes importantes na 

eliminação de microrganismos invasores por meio da ativação de diferentes tipos de 

leucócitos. Por exemplo, durante uma condição infecciosa, as células NK podem 

interagir com neutrófilos circulantes através da secreção de IFN e quimiocinas, 

promovendo seu recrutamento para o local da infecção e levando à eliminação 

bacteriana. No entanto, na sepse grave, as células NK e o IFN-γ originado das células 

NK desempenham um papel prejudicial na sobrevivência do hospedeiro durante a 

inflamação sistêmica (ROMERO et al., 2010; ZEERLEDER et al., 2005). As células 

NK podem estimular os neutrófilos a liberar citocinas (COSTANTINI; CASSATELLA, 

2011), promovendo a granulopoiese que leva ao aumento na corrente sanguínea 

destas células e sua subsequente migração para órgãos vitais, que contribui para a 

patogênese da sepse (ETOGO et al., 2008). Na sepse, a ativação e a função das 

células NK geralmente estão prejudicadas, como a produção de IFN-γ, o que pode 

gerar a uma capacidade reduzida de eliminar células infectadas e, portanto, no 

controle a infecção (KUMAR, 2019b). Na DHGNA, as células NK também se 
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encontram alteradas acumulando-se no fígado de indivíduos com NAFLD. Uma vez 

ativadas, estas células produzem IFN-γ que contribui para o desenvolvimento de 

inflamação hepática e fibrose (LUO et al., 2013). Realmente, estas duas 

enfermidades, a sepse e a DHGNA, apresentam inúmeras similaridades em relação a 

alterações das células NK como, por exemplo, aumento no número de células 

infiltradas no tecido hepático (LUO et al., 2013; SMALL et al., 2008). Portanto, uma 

vez que a ativação de células NK na sepse e DHGNA, com consequente secreção de 

IFN-γ, desempenham uma função crucial na susceptibilidade dessas duas 

enfermidades, acredita-se que elas poderiam atuar sinergicamente, aumentando a 

produção de IFN-γ e a severidade da sepse em pacientes com DHGNA. No entanto, 

os mecanismos exatos subjacentes ao papel das células NK na DHGNA e sua 

interação com outros componentes do sistema imunológico ainda não são relatados.  

Neste estudo, demonstramos que as células NK promovem a diferenciação de 

neutrófilos por meio do sinalizador IFN-γ, uma vez que animais com células NK 

depletadas não apresentam o fenótipo caracterizado pela presença de neutrófilos 

ativados. Além disso, mostramos que diferentes estímulos inflamatórios, incluindo o 

IFN-γ, diminuem a taxa de apoptose e induzem a expressão de PD-L1 nos neutrófilos 

em meio de cultura. Esses resultados são suportados por estudos prévios que 

demonstraram que as células NK podem estimular diferentes funções e o aumento da 

sobrevivência de neutrófilos (BHATNAGAR et al., 2010). Portanto, o aumento de 

células NK durante a sepse, seguido pela ativação e estimulação dos neutrófilos, 

desempenha um papel crítico na resposta exacerbada do hospedeiro ao estímulo 

inflamatório (LPS). Esta descoberta sugere que este eixo células NK-IFN-neutrófilos 

pode ser alvo de uma intervenção terapêutica promissora para o tratamento de 
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pacientes com sepse com diagnostico de DHGNA e na prevenção do desenvolvimento 

de sepse em pacientes com DHGNA. 

 Os neutrófilos são células imunes inatas que representam a primeira linha de 

defesa contra patógenos invasores. Essas células podem eliminar bactérias e impedir 

a disseminação da infecção por mecanismos como fagocitose e liberação de produtos 

antibacterianos, como proteases, espécies reativas de oxigênio, armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) e moléculas pró-inflamatórias, como citocinas 

(ROSALES, 2018). No entanto, a migração indesejada de neutrófilos para diferentes 

órgãos letais, seguida da sua ativação excessiva, pode causar diversos danos 

teciduais indesejados que podem ser letais ao hospedeiro. A disfunção dos neutrófilos 

durante a sepse é bem descrita e contribui para a sua patologia por meio da liberação 

excessiva de mediadores inflamatórios, principalmente citocinas, que estão 

envolvidos com danos graves em diferentes órgãos vitais (BORDON et al., 2013; 

MICHELS et al., 2022; TRACEY et al., 1986). Embora os macrófagos esplênicos 

tenham sido considerados uma fonte relevante de citocinas em animais com 

endotoxemia (HUSTON et al., 2006), um estudo recente também identificou a 

relevância do fígado, por meio das células de Kupffer, na geração sistêmica desses 

mediadores inflamatórios (FONSECA et al., 2021). Nossos dados demonstram que, 

durante uma síndrome metabólica como a DHGNA, os neutrófilos hepáticos são as 

principais fontes de produção de TNFα, influenciando na susceptibilidade à 

endotoxemia. No entanto, embora o papel-chave das citocinas, como o TNF, na 

progressão da sepse já esteja muito bem estabelecido, indicando que a terapia 

biológica poderia ser uma estratégia potencial para o tratamento dessa síndrome 

(SOUZA et al., 2017), diferentes ensaios clínicos utilizando moléculas anti-citocinas 

têm se mostrado infrutíferos na sepse, causando considerável frustração (GUIDET; 
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STAIKOWSKY; OFFENSTADT, 1993; HADID et al., 1999). Provavelmente, a não 

funcionalidade de terapias biológicas na sepse é decorrente do alto grau de 

heterogeneidade e função das assinaturas imunológicas de diferentes grupos de 

pacientes sépticos, uma vez que esta doença é de condição patológica de alta 

complexidade. Uma vez que nossos dados experimentais, e apoiados por dados 

transcriptômicos e de células únicas anteriores sugerem a importância dos neutrófilos 

na patologia da DHGNA (GOVAERE et al., 2020; SU et al., 2021), avaliamos se a 

neutralização dessas células com anticorpos específicos poderia melhorar a sobrevida 

de camundongos endotoxemicos com HFDC. Diversas estratégias para depletar 

neutrófilos vem sendo estudadas com ímpeto em inúmeros contextos clínicos (LESLIE 

et al, 2022,), incluindo o uso de inibidores de CXCR2 em alguns pacientes com NASH 

LESLIE et al, 2022,). Aqui, demonstramos que a depleção dos neutrófilos com 

diferentes tratamentos biológicos como CXCR2i e anti-Ly6G reduziram as lesões 

hepáticas induzidas pela inflamação. No entanto, é de conhecimento que a 

neutralização dos neutrófilos pode ser perigosa, uma vez que essas células 

desempenham uma função primária importante na eliminação de micro-organismos 

durante infecções e que, portanto, sua depleção integral poderia aumentar a 

disseminação bacteriana sistêmica (TORRES-DUẼAS et al., 2007). Uma vez que 

observamos que os neutrófilos responsáveis pelos danos hepáticos em camundongos 

endotoxêmicos com DHGNA apresentaram um fenótipo específico com alta 

expressão de PD-L1, propusemos que a administração de moléculas anti-PDL-1 

poderia melhorar a sobrevida sem abolir as funções protetoras dos neutrófilos uma 

vez que eliminaríamos apenas a subpopulação de células responsável pelo aumento 

da resposta inflamatória excessiva na DHGNA. 
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 Diferentes estudos já demonstraram que neutrófilos podem expressar níveis 

elevados de PD-L1 em várias condições infecciosas agudas e inflamatórias, 

exercendo um fenótipo imunossupressor ao suprimir a interação entre PD-1 e células 

T (KIM et al., 2018; KORNEPATI; VADLAMUDI; CURIEL, 2022; PFISTER et al., 2021; 

WANG, J. F. et al., 2015). Além disso, estudos recentes apresentam também que 

durante a sepse experimental, neutrófilos que expressam PD-L1 também 

desempenham funções imunossupressoras que são responsáveis pela elevada 

suscetibilidade a infecções secundárias (THANABALASURIAR et al., 2021d). Em 

contraste com esses estudos, outro estudo recente demonstrou que neutrófilos pró-

inflamatórios que expressam PD-L1 em níveis elevados são responsáveis por induzir 

lesões pulmonares durante a sepse (WANG, J. FENG et al., 2021a). Embora 

contraditórios, esses achados são consistentes, uma vez que a sepse é uma síndrome 

caracterizada por uma fase pró-inflamatória inicial, seguida por uma segunda fase 

imunossupressora (LIU et al., 2022). No presente estudo, observamos que uma 

subpopulação exclusiva de neutrófilos que expressam PD-L1 desempenha um papel 

crucial na patologia da sepse em camundongos alimentados com dieta HFDC, uma 

vez que o tratamento biológico com anti-PD-L1 provoca uma diminuição dramática no 

número de neutrófilos que expressam TNFα+-PD-L1+ em camundongos alimentados 

com dieta HDB. Além disso, o tratamento com anti-PD-L1 reduz a presença dessas 

células no ambiente hepático e a liberação excessiva de mediadores inflamatórios 

induzidos pela endotoxemia. Esse efeito foi acompanhado pela prevenção na 

produção de TNFα e nos danos no fígado, bem como na redução da alta taxa de 

mortalidade em camundongos com DHGNA. Neste estudo, propusemos um novo eixo 

imunológico em camundongos sépticos com DHGNA células NK-IFN-neutrófilos, na 

qual estes últimos apresentam uma expressão elevada de PD-L1, e demonstramos 
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que esse fenótipo pró-inflamatório está vinculado à produção maciça de TNFα, 

levando camundongos alimentados com dieta HFDC a uma elevada suscetibilidade 

para o a desenvolvimento de sepse severa, decorrente de uma resposta inflamatória 

sistêmica exacerbada. 

 Com base em nossos dados atuais e estudos anteriores, é razoável afirmar que 

condições clínicas e ambientais individuais, como doenças infecciosas e crônicas 

prévias, dieta e idade (STANSKI; WONG, 2020), podem agravar as respostas 

inflamatórias na sepse. Esse fato dificulta o uso de marcadores atuais e estratégias 

farmacológicas em todos os indivíduos diagnosticados com sepse ou naqueles com 

predisposição para desenvolver essa síndrome, principalmente idosos e 

imunocomprometidos. Além disso, novos estudos focados na associação entre essas 

condições clínicas iniciais, inclusive na DHGNA, e a progressão da sepse poderiam 

melhorar a implementação de diagnósticos e tratamentos terapêuticos baseados em 

medicina de precisão [70]. Por exemplo, na NAFLD, a redução dos níveis de TNF 

através da depleção de neutrófilos ou priorizando o uso da terapia anti-PD-L1 durante 

a inflamação sistêmica poderia ser uma estratégia de tratamento eficaz e 

individualizada em pacientes previamente diagnosticados com alterações hepáticas, 

prevenindo a evolução para uma condição mais grave. Finalmente, nosso estudo 

também incentiva a busca por marcadores biológicos inéditos para doenças 

metabólicas do fígado em indivíduos com lesões hepáticas não detectáveis, a fim de 

prever o risco de agravamento de respostas infecciosas ou inflamatórias.  
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CONCLUSÃO 

 

Em resumo, nossos achados (i) fornecem uma base biológica que explica o 

aumento de suscetibilidade da sepse na DHGNA, destacando a caracterização de 

uma subpopulação de neutrófilos como um componente característicos na síndrome 

metabólica hepática e responsável pelo aumento da resposta inflamatória sistêmica, 

e (ii) incentivam o desenvolvimento de intervenções farmacológicas biológicas e de 

diagnóstico capazes de tratar e prevenir a progressão da sepse em pacientes com 

DHGNA. 
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