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RESUMO 

PIZZOLANTE, B.C. Mecanismos envolvidos na inflamação crônica do tecido adiposo pós-

infecção intestinal aguda: contribuição da resposta Th2 e de ácidos graxos de cadeia curta. 

2021. 105f. Dissertação (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

Nos últimos anos, tem sido evidenciado uma importante conexão entre sistema imunológico e 

microrganismos intestinais no desenvolvimento de obesidade, síndromes metabólicas e doenças 

cardiovasculares. Recentemente mostramos que um único episódio de infecção intestinal por 

Yersinia pseudotuberculosis (YP) é capaz de induzir um fenômeno conhecido como “cicatriz 

imunológica”, que inclui, inflamação crônica do tecido adiposo mesentérico (MAT, do inglês 

Mesenteric Adipose Tissue) e linfonodo mesentérico, lesão permanente dos vasos linfáticos 

mesentéricos, associado a um comprometimento no tráfego e na capacidade de absorver e 

utilizar lipídeos como fonte de energia, e a uma melhora na sensibilidade a insulina, 

denominado assim como, síndrome metabólica não clássica. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar os mecanismos envolvidos na manutenção da cicatriz imunológica e nas alterações 

metabólicas induzidas pós-infecção por YP. Para tal, inicialmente testamos se a microbiota 

intestinal poderia estar associada a este tipo de alteração metabólica. Verificamos que esta 

associação existe, mas que parece não estar relacionada a maior produção de ácidos graxos de 

cadeia curta pela microbiota intestinal pós-infecção por YP. Dessa forma, avaliamos o impacto 

do remodelamento do MAT e linfonodo mesentérico (mesentério) decorrente da infecção por 

YP sobre o desenvolvimento da síndrome metabólica não clássica. Para tanto, buscamos 

estratégias diferentes para tentar reverter a inflamação no mesentério e assim observarmos a 

interferência na resposta à insulina. Para tal, utilizamos do tratamento com glibenclamida (por 

sua capacidade de inibir o inflamassoma NLRP3), e duas estratégias para restaurar a 

homeostase imunológica no mesentério pela indução de células do perfil do tipo 2 através da 

imunização com ovalbumina (OVA) e o adjuvante alum. Entretanto, nenhuma das estratégias 

que utilizamos foi capaz de reverter a inflamação no mesentério, bem como retornar 

satisfatoriamente a resposta imune canônica no MAT. Além disso, observamos a influência do 

aumento de linfócitos B no MAT pós-infecção por YP na resposta à insulina, a partir do uso de 

camundongos deficientes para células B maduras. A ausência destas células aumentou a 

resistência à insulina e eliminou o aumento de sensibilidade à insulina induzido pela infecção 

por YP, sugerindo que o recrutamento de linfócitos B pós-infecção pode estar envolvido na 

melhora metabólica induzida por YP. Por fim, avaliamos funcionalmente a alteração no tráfego 

lipídico pós-infecção por YP, utilizando o modelo de desenvolvimento de aterosclerose, a partir 

da alimentação de camundongos deficientes para ApoE com uma dieta hipercolesterolêmica 

(HCD). Observamos que a infecção prévia por YP aumentou significativamente a 

susceptibilidade ao desenvolvimento de aterosclerose. Dessa forma, nossos dados sugerem que 

a infecção gastrointestinal aguda por YP pode estar associada a novas consequências a longo 

prazo, tanto para a resistência a polarização de resposta imune do tipo 2 no tecido adiposo, 

como para a predisposição ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Acreditamos que 

linfócitos B podem ter uma participação importante neste processo. 

Palavras chave: Infecção intestinal. Inflamação. Tecido adiposo. Aterosclerose. 



 

 

ABSTRACT 

PIZZOLANTE, B. C. Mechanisms involved in chronic inflammation of adipose tissue after 

acute intestinal infection: contribution of the Th2 response and short-chain fatty acids. 

2021. 105f. Master thesis (Immunology) - Institute of Biomedical Sciences, University of São 

Paulo, São Paulo, 2021.  

 

In the recent years, it has been evidenced an important connection between the immune system 

and intestinal microorganisms in the development of obesity, metabolic syndromes and 

cardiovascular diseases. We have shown that a single episode of intestinal infection by Yersinia 

pseudotuberculosis (YP) is capable of inducing a phenomenon known as "immunological 

scarring", which includes chronic inflammation of the mesenteric adipose tissue (MAT) and 

mesenteric lymph node (mesentery), a permanent damage of mesenteric lymph vessels, 

associated with changes in lipid traffic and a limited capacity for using lipids as an energy 

source despite the presence of improved glucose disposal due to  an improvement on insulin 

sensitivity. We named this process as a non-classical metabolic syndrome. In this study, we 

investigated the mechanisms sustaining the “immunological scar”, as well as the metabolic 

changes induced by YP infection. Initially, we tested whether changes in the gut microbiota 

could be associated with the metabolic alterations by YP. We verified that this association 

exists, but that it does not seem to be related to a higher production of short-chain fatty acids 

by the intestinal microbiota after YP infection. Thus, we evaluated the impact of the MAT and 

mesenteric lymph node remodeling resulting from YP infection on the development of the non-

classical metabolic syndrome. Therefore, we searched for different strategies to reverse the 

mesenteric inflammation and it’s the interference in the insulin response. For this purpose, we 

tested the treatment with glibenclamide (which blocks NLRP3), in order to reduce the 

inflammation in the mesentery, and two strategies to restore the homeostatic type 2 immunity 

in the MAT by the immunization with ovalbumin (OVA) plus alum adjuvant. However, none 

of these strategies was able to reverse inflammation in the mesentery, as well as to satisfactorily 

return the canonical immune response in the MAT, even though it proved to be satisfactory for 

the return of an insulin response closer to homeostatic levels. Furthermore, we evaluated the 

contribution of the B lymphocytes in the MAT induced by YP infection on the insulin response, 

by using mice deficient for mature B cells (B-KO).  We found that the absence of mature B 

cells completely abrogated the increased insulin sensitivity induced by YP infection.  Finally, 

we evaluated the functional impact of the changes in lipid traffic induced by YP infection, using 

an experimental model of atherosclerosis by feeding of ApoE deficient mice with a 

hypercholesterolemic diet (HCD). We observed that the previous infection with YP increased 

the susceptibility to the development of atherosclerosis. Thus, our data suggest that other long-

term effects of YP infection may include the impairment of induction of type 2 immunity, 

locally and systemically, and increased susceptibility to the development of cardiovascular 

diseases, including atherosclerosis. Also, B cells seems to play a role in the metabolic changes 

induced by YP infection.  

Keywords: Intestinal infection. Inflammation. Adipose tissue. Atherosclerosis. 
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1. Introdução  

 

1.1 – A barreira intestinal e suas funções 

 

O maior compartimento de células imunológicas do corpo encontra-se distribuído ao longo 

da mucosa intestinal. Este tecido está constantemente exposto a uma ampla variedade de antígenos 

e agentes imunomoduladores provenientes, principalmente da dieta e da microbiota comensal. Ao 

longo dos últimos anos, é crescente o interesse pelo estudo de como o conteúdo intestinal, como os 

constituintes da dieta e da microbiota comensal, podem influenciar os processos fisiológicos e 

patológicos de todo o corpo (MOWAT e AGACE, 2014). 

As diferentes porções do intestino apresentam funções fisiológicas distintas, principalmente 

devido a diferenças em sua estrutura e constituintes celulares. O intestino delgado, dividido em 

duodeno, jejuno e íleo, é caracterizado por projeções conhecidas como vilosidades, que se estendem 

em direção ao lúmen intestinal e aumentam a área de superfície do epitélio digestivo. Entre as 

vilosidades encontramos as criptas de Lieberkühn, onde células tronco multipotentes darão origem 

a diferentes tipos de células epiteliais. A principal célula que constitui o epitélio do intestino delgado 

é o enterócito que, sendo recoberto em sua porção apical por microvilosidades, auxilia na digestão 

e na absorção dos nutrientes da dieta. Em menor proporção, encontramos a presença das células de 

Paneth, produtoras de peptídeos antimicrobianos, das células caliciformes produtoras e secretoras 

de muco e das células neuroendócrinas (MOWAT e AGACE, 2014). Em conjunto, estas células 

atuam na manutenção da barreira física e química da mucosa intestinal, possuem diferentes 

receptores da imunidade inata, produzem citocinas inflamatórias e peptídeos antimicrobianos. 

O intestino grosso começa no cécum, seguido pelo cólon (ascendente, transverso e 

descendente) e o reto, terminando na região do ânus. Por ser caracterizado por um epitélio achatado, 

sem a presença das vilosidades, o intestino grosso tem pouca ou nenhuma função digestiva, sendo 

a absorção de água e a formação das fezes suas principais funções. O intestino grosso corresponde 

ao principal reservatório para os trilhões de microrganismos comensais que habitam o intestino 

(MOWAT e AGACE, 2014; VERNOCCHI et al., 2020). 

Os seres humanos existem como metaorganismos, que são constituídos de pelo menos 10 

vezes mais genes relacionados a microbiota comensal do que ao próprio genoma (LEY et al., 2006). 

Essa complexa comunidade de microrganismos que inclui principalmente bactérias, fungos e vírus 
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vivendo em uma condição de simbiose, desempenham papel fundamental na fisiologia do 

hospedeiro (BELKAID e HAND, 2014). Em todos os tecidos de barreira encontramos 

microrganismos, entretanto, é no intestino onde é encontrada a maior densidade e diversidade 

desses microrganismos vivendo em mutualismo com o organismo do hospedeiro, possibilitando 

por exemplo, a digestão de componentes da dieta, como as fibras, que seriam incapazes de serem 

digeridas e assim absorvidas pelo indivíduo (HAND et al., 2016).  

A microbiota intestinal é capaz de influenciar diferentes sistemas do corpo, incluindo o 

sistema imunológico. O sistema imunológico intestinal é responsável principalmente por manter a 

homeostase do tecido intestinal. Para tanto, é necessário o bom desenvolvimento de uma 

imunovigilância que seja efetiva em impedir a invasão de microrganismos patogênicos, ao mesmo 

tempo que desempenhe um papel tolerogênico ao limitar as repostas imunológicas frente a presença 

e reconhecimento de componentes da dieta e da microbiota comensal (BELKAID et al., 2013; 

HAND et al., 2016). Uma estratégia central utilizada pelo sistema imunológico nos sítios de 

barreira para manter a relação homeostática com os membros da microbiota comensal, consiste 

em limitar o contato entre os microrganismos e a superfície da célula epitelial. No trato 

intestinal, essa segregação é mediada por uma ação combinada da presença de muco, peptídeos 

antimicrobianos, imunoglobulina (Ig) A, células epiteliais e células imunes (HOOPER et al., 

2012; BELKAID et al., 2013; BELKAID e HAND, 2014).  

A IgA específica para componentes da microbiota intestinal é produzida com auxílio 

das células dendríticas (DCs, do inglês Dendritic Cells) que presentes em uma região favorável 

de proximidade ao epitélio, projetam seus dendritos em direção ao lúmen intestinal e capturam 

antígenos comensais, que serão apresentados aos linfócitos T e B nas placas de Peyer 

(MACPHERSON e UHR, 2004). No trato intestinal sob condições homeostáticas, há o 

predomínio das populações de células T do padrão T auxiliar (Th, do inglês T helper) 17 

produtoras de interleucina (IL)-17 e IL-22, Th1 produtoras de interferon gama (IFN-γ) e T 

reguladora (Treg) produtoras de IL-10. A diferenciação nestes padrões celulares ocorre em 

resposta aos antígenos alimentares e da microbiota que são apresentados pelas DCs, em especial 

as que expressam o cluster de diferenciação (CD) 103 e CD11b , que saem da lâmina própria 

em direção aos linfonodos drenantes da região intestinal (mesentéricos) (MLN, do inglês 

mesenteric lymph nodes) através dos vasos linfáticos mesentéricos (GABORIAU-ROUTHIAU 

et al., 2009; IVANOV et al., 2008). A IL-17 e IL-22 desempenham função essencial na 

manutenção da barreira epitelial intestinal, enquanto, a IL-10 e o fator de transformação do 

crescimento beta (TGF-β) apresentam importante papel nos mecanismos de tolerância oral 
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(MUCIDA et al., 2005; WORBS et al., 2006; HOOPER e MACPHERSON, 2010; BELKAID 

e HAND, 2014; MOWAT e AGACE, 2014). 

O intestino humano contém membros de diferentes filos de bactérias (Firmicutes, 

Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria), 

sendo que mais de 90% desses membros fazem parte dos filos Firmicutes e Bacteriodetes (LEY 

et al., 2006). Diversos mecanismos são utilizados pelas células do sistema imunológico para 

detectar a presença dos componentes da microbiota intestinal. Um destes mecanismos se dá 

através do reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês 

Pathogen-Associated Molecular Pattern) por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs, 

do inglês Pattern Recognition Receptors) presentes principalmente nas células do sistema 

imune inato e células epiteliais intestinais (HAND et al., 2016). Bactérias principalmente do 

filo Bacterioidetes são essenciais para o desenvolvimento e manutenção do tônus do sistema 

imune intestinal saudável (MAZMANIAN et al, 2005). 

Contudo, a detecção direta dos microrganismos pelo sistema imunológico da mucosa 

intestinal não é a única maneira pela qual a microbiota pode influenciar o tônus da resposta 

imunológica no intestino. A microbiota intestinal é capaz de produzir uma série de metabólitos 

bioativos que podem influenciar a resposta imune do hospedeiro local e sistemicamente, e 

levando em consideração este aspecto, os ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs, do inglês 

Short-Chain Fatty Acids) merecem destaque. Os SCFAs, como o acetato, propionato e butirato, 

são produzidos a partir da digestão anaeróbica de oligossacarídeos derivados do muco e da fibra 

dietética principalmente por bactérias na região do cólon, principalmente dos filos Firmicutes 

e Bacteriodetes (MOWAT e AGACE, 2014). Estes metabólitos atuam como moléculas de 

sinalização, ativando receptores acoplados a proteína G (GPCRs, do inglês G-Protein-Coupled 

Receptor), incluindo o GPR41 e GPR43, sendo este último mais expresso em leucócitos (LE POUL 

et al., 2003). O GPR43 é preferencialmente ativado pelo acetato, e o GPR41 pelo butirato, enquanto 

o propionato ativa ambos os receptores (BROWN et al., 2003). Os SCFAs são produzidos no lúmen 

intestinal e são rapidamente absorvidos, sendo metabolizados principalmente pela mucosa 

intestinal, tecido hepático e muscular.  

Em particular, o butirato tem a capacidade de aumentar a acetilação das histonas H3 no 

promotor do gene Foxp3 das células Treg no cólon, auxiliando na indução e na manutenção destas 

células (FURUSAWA et al., 2013; ARPAIA et al., 2013). O acetato, propionato e butirato são 

capazes de conduzir a expansão de células Treg produtoras de IL-10 no cólon, de maneira 
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dependente de GPR43 (SMITH et al., 2013). Particularmente o butirato, demonstrou diminuir 

a expressão de genes relacionados a patogenicidade de bactérias invasoras do gênero 

Salmonella, necessários para a invasão do epitélio intestinal (GANTOIS et al., 2006). 

Adicionalmente, a diminuição de bactérias produtoras dos SCFAs está associada ao 

desenvolvimento de doença inflamatória intestinal (SOKOL et al., 2009).  

 

1.2 – A microbiota e as infecções intestinais  

 

Em associação a indução e manutenção do tônus da resposta imunológica e da 

manutenção da integridade do epitélio intestinal, a microbiota comensal desempenha papel 

crucial na proteção do hospedeiro frente a invasão por patógenos. Este mecanismo mediado 

pela microbiota comensal foi descrito há mais de 40 anos como resistência a colonização (VAN 

DER WAAIJ et al., 1971). A interação entre a microbiota e os microrganismos invasores está 

relacionada ao fato de que ambos os organismos competem pelo mesmo nicho ecológico. 

Consequentemente, a microbiota comensal interfere na colonização dos patógenos 

principalmente dispondo de mecanismos que impeçam o crescimento do patógeno, como 

através do consumo dos nutrientes disponíveis e da produção de bacteriocinas (KAMADA et 

al., 2013). Além disso, a microbiota comensal pode dispor de mecanismos que propiciem um 

ambiente hostil para o estabelecimento de patógenos, como por exemplo, reduzindo o potencial 

hidrogeniônico (pH) (TUROVSKIY et al., 2011).  

 Mesmo dispondo de uma série de mecanismos que auxiliam na manutenção da barreira 

intestinal frente a invasão por patógenos, alterações na composição e função da microbiota 

intestinal como resultado, por exemplo, do uso de antibióticos e de alterações na composição 

da dieta, podem facilitar a invasão por microrganismos patogênicos (BELKAID E HAND, 

2014). Além disso, pelo fato de a microbiota intestinal desempenhar função essencial na 

modulação da homeostase intestinal, alterações em sua composição podem predispor ao início ou 

progressão de doenças como, distúrbios imunológicos, inflamatórios e metabólicos, bem como o 

câncer (VERNOCCHI et al., 2020). As infecções agudas que acometem a mucosa intestinal são 

caracterizadas por mudanças significativas na composição da microbiota, associada a dominância 

de bactérias com propriedades invasivas e inflamatórias, que podem diretamente exacerbar a 

inflamação e, consequentemente conduzir a danos teciduais (LUPP et al., 2007).  
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  No contexto de infecções na mucosa intestinal, por conta da microbiota e dos patógenos 

invasores compartilharem do mesmo ambiente, e como consequência da quebra de barreira e 

do aumento da permeabilidade intestinal associados a inflamação gerada devido a infecção, 

pode haver translocação da microbiota intestinal para outros tecidos do corpo, intensificando 

assim a inflamação (BRENCHLEY e DOUEK, 2012; BELKAID et al., 2013; BELKAID e 

HAND, 2014). Nesse sentido, mediante determinados casos de infecção, poderá haver na 

mucosa intestinal a ativação e diferenciação para um padrão inflamatório, tanto das células T 

específicas para os componentes do patógeno, quanto das células T específicas para a 

microbiota, resultando em inflamação e quebra da tolerância aos microrganismos comensais 

(HAND et al., 2012). Estudos realizados em modelos de infecção intestinal causadas pelo 

protozoário Toxoplasma gondii, e pela bactéria gram-negativa YP, e em modelos de infecção 

causada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV, do inglês Human immunodeficiency 

virus), observaram a ocorrência de translocação de bactérias comensais, a diminuição da 

população de células Treg no intestino, a perda da tolerância oral e ao desenvolvimento de 

inflamação de baixo grau, que está intimamente relacionado ao aumento da permeabilidade 

intestinal e a consequente translocação da microbiota  (HEIMESAAT et al, 2006; HAND et al., 

2012; FONSECA e HAND et al., 2015; BRENCHLEY et al., 2006; BRENCHLEY e DOUEK, 

2012; ESTES et al., 2010). Em alguns casos essa inflamação pode auxiliar na eliminação do 

patógeno, porém, quando em excesso, pode levar ao desenvolvimento de doenças crônicas, 

como a doença inflamatória intestinal. Ainda, esse status inflamatório pode desenvolver-se 

sistemicamente em outros órgãos, como o tecido adiposo. 

 

1.3 – A microbiota intestinal e a relação ao desenvolvimento de doenças inflamatórias  

 

 A inflamação de baixo grau no tecido adiposo tem implicação no desenvolvimento de 

síndrome metabólica e resistência à insulina, fatores que estão intimamente relacionados a 

obesidade (HOTAMISLIGIL, 2006). CANI et al. em 2007 propôs que os lipopolissacarídeos 

(LPS), componentes da membrana de bactérias gram-negativas, sejam o fator desencadeante 

dessa inflamação de baixo grau no tecido adiposo durante a obesidade. Esta hipótese tem como 

fundamento: (1) através da ligação ao complexo CD14 e ao receptor do tipo Toll 4 (TLR4, do 

inglês Toll Like Receptor 4) expressos na superfície das células imunes, principalmente da 

imunidade inata, o LPS desencadeia a secreção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e o 
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fator de necrose tumoral alfa (TNF-α, do inglês Tumor Necrosis Fator Alfa) (WRIGHT et al., 

1990); (2) o LPS encontra-se presente em grande quantidade na microbiota intestinal, devido à 

presença das bactérias gram-negativas na sua composição, e é fisiologicamente transportado 

através dos enterócitos para o linfonodo mesentérico de maneira dependente de TLR4 (NEAL 

et al., 2006); (3) o LPS pode ser transportado do intestino por um mecanismo facilitado por 

quilomícrons sintetizados pelas células epiteliais intestinais em resposta a digestão de alimentos 

ricos em gordura (VREUGDENHIL et al., 2003).  

Nos últimos anos é crescente o interesse pelo estudo da associação entre as modificações 

na composição da microbiota intestinal, decorrentes de alterações nos componentes da dieta, 

infecções, sedentarismo, uso de antibióticos, e sua relação com o desenvolvimento de doenças 

como a obesidade, síndrome metabólica e as doenças cardiovasculares. Nessa linha, um estudo 

comparando a composição da microbiota intestinal de indivíduos saudáveis e de indivíduos com 

doença inflamatória intestinal sem e com inflamação tecidual, demonstrou a presença reduzida 

de bactérias do filo Firmicutes neste último grupo (WALKER et al., 2010). A mesma redução 

também foi observada em indivíduos diagnosticados com diabetes do tipo 2, sendo que o grau 

de alteração da composição da microbiota intestinal correlacionava-se aos níveis plasmáticos 

de glicose, sugerindo que a microbiota disbiótica desempenha efeito direto na patogênese do 

diabetes do tipo 2 (LARSEN et al., 2010). Em modelo experimental de camundongos NOD (do 

inglês, Non-Obese Diabetic), geneticamente susceptíveis ao desenvolvimento de diabetes tipo 

1, foi mostrado recentemente que a microbiota comensal apresenta uma contribuição essencial 

para o desenvolvimento da doença (MIRANDA et al., 2019).  

A obesidade é uma doença crônica, e o seu desenvolvimento está relacionado a fatores 

genéticos, a alimentação inadequada, com alto teor de gordura, açúcar e sal, ao sedentarismo e as 

modificações na composição da microbiota intestinal. Trata-se do distúrbio metabólico mais 

frequente no mundo e é o principal fator de risco para o desenvolvimento de resistência à insulina 

e diabetes. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a obesidade no mundo quase 

triplicou desde 1975. Em 2016, mais de 1,9 bilhões de adultos (18 anos de idade ou mais) 

apresentaram excesso de peso, e destes 650 milhões estão em condição de obesidade (WHO, 2020). 

No Brasil, dados de 2019 demonstram que 96 milhões de adultos estavam em sobrepeso e mais de 

41 milhões estavam em situação de obesidade (IBGE, 2019).  

Devido ao excesso de nutrientes provenientes de uma alimentação rica em gordura, o 

organismo é exposto a um estresse nutricional, que associado a expansão do tecido adiposo, 
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promovem uma série de sinais intrínsecos (por exemplo, hipóxia, morte de adipócitos) que 

conduzem o início da resposta inflamatória neste tecido. A desregulação imunológica no tecido 

adiposo, pâncreas e fígado de indivíduos obesos resulta no aumento da infiltração e ativação de 

leucócitos, tanto da resposta imune inata quanto adquirida, para estes tecidos. Particularmente, os 

macrófagos são as células mais abundantes que infiltram e que se acumulam no tecido adiposo de 

indivíduos obesos, constituindo cerca de 40% de todas as células neste compartimento tecidual 

(LEE et al., 2018; ZATTERALE et al., 2019) e são os principais responsáveis pela produção de 

citocinas pro-inflamatórias, como IL-6, TNF-α e IL-1β com potencial de induzir a resistência à 

insulina local e sistemicamente através, por exemplo, da inibição da sinalização downstream 

PI3K/Akt do receptor de insulina (XU et al., 2003; RIDAURA et al., 2013). Investigações da 

expressão de citocinas inflamatórias identificaram as quinases: c-jun N-terminal (JNK, do inglês c-

jun N-terminal kinase), inibidor da quinase K (IKK, do inglês inhibitor of κ kinase) e a proteína 

quinase R (PKR, do inglês protein kinase R), como os principais constituintes intracelulares para a 

indução de inflamação em tecidos metabólicos. Comparado aos controles magros, o tecido adiposo 

e o fígado de obesos apresentam aumento acentuado na ativação dessas quinases e de suas cascatas 

de sinalização downstream (SOLINAS e KARIN, 2010; NAKAMURA et al., 2010).  

Diversas populações celulares contribuem para manter a homeostase e o crescimento do 

tecido adiposo, incluindo pré-adipócitos, células da imunidade inata e adquirida, fibroblastos e 

células vasculares (OUCHI et al., 2011). Em homeostase, as células imunológicas do tipo 2 

predominam no tecido adiposo, incluindo os eosinófilos, células linfoides inatas do tipo (ILC, do 

inglês Innate Lymphoid Cells) 2, macrófagos “M2” alternativamente ativados, células natural 

killer, Th2 e Treg. Em particular, as citocinas produzidas pelas ILC2 e Th2, como IL-4, IL-5, IL-

13 e IL-33 contribuem para a manutenção da homeostase metabólica no tecido adiposo e a 

sensibilidade à insulina (WU et al., 2011; MORO et al., 2010; MOLOFSKY et al., 2013; 

BRESTOFF et al., 2015; ODEGAARD e CHAWLA, 2015). 

Além da associação entre uma alimentação hipercalórica e a obesidade, Gordon et al., 

observaram alterações na microbiota intestinal em obesos. Estas alterações estavam 

relacionadas ao aumento da presença de bactérias Firmicutes e redução de Bacteroidetes, que 

possibilitava ao hospedeiro um fornecimento maior de energia a partir da dieta (TURNBAUGH 

et al., 2006). Os primeiros estudos que relacionaram a microbiota intestinal e a obesidade, foram 

realizados em animais livres de microrganismos (GF, do inglês Germ Free). Foi observado que 

a ausência da microbiota era acompanhada da menor presença de tecido adiposo, mesmo em 

condições de maior ingestão de comida, e que o transplante da microbiota fecal de 
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camundongos naïves para camundongos GF conferia aumento da gordura corporal, 

acompanhado de resistência à insulina, hipertrofia de adipócitos e aumento na glicemia destes 

animais. Estas observações foram em parte associadas à capacidade da microbiota intestinal em 

degradar os polissacarídeos da dieta em monossacarídeos, que são absorvidos e que levam ao 

aumento da lipogênese hepática no hospedeiro, e devido a supressão da expressão intestinal de 

angiopoitina 4, um inibidor da lipase lipoproteica (BACKHED et al., 2004). Em um outro 

estudo, foi demonstrado que o transplante da microbiota intestinal proveniente de camundongos 

obesos para camundongos GF levou ao aumento de peso dos animais receptores 

(TURNBAUGH et al., 2008).  

A síndrome metabólica está intimamente relacionada a obesidade. Por definição, a síndrome 

metabólica não consiste em uma doença, mas em fatores de risco que estão associados ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e diabetes. Resistência à insulina, obesidade visceral, 

hipertensão, altos níveis séricos de triglicérides acompanhados de baixos níveis de lipoproteína de 

alta densidade (HDL, do inglês High Density Lipoprotein) fazem parte dos fatores de risco 

envolvidos na síndrome metabólica, que é assim caracterizada quando dois ou mais desses fatores 

estão presentes. Quanto mais fatores de risco associados a síndrome metabólica um indivíduo 

apresentar, maiores são as chances do desenvolvimento das doenças associadas (SAMSON e 

GARBER, 2014). 

Além do tecido adiposo, em indivíduos obesos também há o comprometimento e 

inflamação no tecido pancreático e ambos relacionam-se com o processo de síndrome metabólica. 

Essas comorbidades e a microbiota intestinal têm papel fundamental na homeostase energética do 

hospedeiro e estão associadas ao comprometimento tanto do metabolismo de carboidratos, quanto 

do metabolismo de lipídeos. Em relação ao metabolismo de carboidratos, o pâncreas é um dos 

órgãos que merece destaque, principalmente por sua porção endócrina, responsável pela produção 

de uma série de hormônios peptídicos que apresentam grande importância para o metabolismo de 

carboidratos. No pâncreas encontramos as ilhotas de Langerhans, que são agrupamentos celulares 

constituídos principalmente pelas células α, β e γ. As células α são responsáveis pela produção de 

glucagon, responsável em aumentar a glicemia através do estímulo a glicogenólise hepática; as 

células β são produtoras de insulina e as células γ são produtoras de somatostatina (HALL, 2017).  
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1.4 – O metabolismo de carboidratos e lipídeos 

 

A digestão dos carboidratos provenientes da dieta tem início na boca sob ação da amilase 

salivar que converte os polissacarídeos em oligossacarídeos, mas que tem sua ação inativada pela 

presença do pH ácido do estômago. No intestino delgado, haverá a liberação de bicarbonato que 

auxilia na neutralização do pH ácido do estômago, possibilitando a ação enzimática da amilase 

pancreática, que assim como a amilase salivar, é capaz de hidrolisar ligações presentes em porções 

lineares dos polímeros de glicose. Assim, os produtos de carboidratos não hidrolisados 

anteriormente por ação das amilases serão hidrolisados por enzimas presentes nas microvilosidades 

do intestino delgado, sendo também responsáveis pela digestão de dissacarídeos como a lactose e 

sacarose. Este complexo enzimático presente nas microvilosidades das células intestinais é 

composto principalmente pela glucoamilase, sucrase-isomaltase e lactase e sua ação enzimática 

dará origem aos monossacarídeos, como a glicose, frutose e galactose. Os carboidratos que são 

incapazes de serem digeridos no intestino delgado, como as fibras, são fermentados sob ação da 

microbiota presente no intestino grosso e darão origem aos SCFAs, por exemplo (SANDERS, 

2016; NELSON e COX, 2013).  

Os monossacarídeos são absorvidos pelos enterócitos, e por serem polares necessitam do 

auxílio de transportadores de membrana. A glicose e a galactose são absorvidas com auxílio do 

cotransportador de glicose dependente de sódio 1 (SGLT1, do inglês Sodium-Dependent Glucose 

Cotransporters 1), enquanto a frutose tem seu transporte facilitado pelo transportador de glicose 

(GLUT, do inglês Glucose Transporter) 5. Há mais de 14 isoformas diferentes de GLUT que são 

expressos diferentemente pelas células do corpo (SANDERS, 2016). As células β pancreáticas 

captam a glicose presente na circulação sanguínea através do GLUT2, que sob fosforilação da 

hexoquinase é convertida em glicose-6-fosfato que entra na via glicolítica, no qual a energia gerada 

será convertida na forma de moléculas de adenosina trifosfato (ATP, do inglês Adenosine 

Triphosphate) (MATSCHINSKY, 1996).  

Com o aumento dos níveis intracelulares de ATP, há o fechamento dos canais de potássio, 

com consequente despolarização da membrana celular e abertura dos canais de cálcio sensíveis a 

voltagem. O influxo de cálcio celular resulta na ativação da fosfolipase C promovendo a hidrólise 

de fosfolípides de membrana, gerando inositol 1-4-5-trifosfato e diacilglicerol que promoverão a 

translocação dos grânulos contendo insulina para as proximidades da membrana celular e posterior 

exocitose, liberando assim a insulina para a circulação sanguínea (HABER et al., 2001; PRENTKI 
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e CORKEY, 1996). A insulina é capaz de diminuir a glicemia estimulando a captação da glicose 

por outros tecidos, como fígado, músculo e tecido adiposo. No fígado, a insulina é capaz de 

direcionar a glicose para a via de formação de glicogênio, através da ativação da glicogênio-

sintase (NELSON e COX, 2013). Fatores que interferem tanto na secreção da insulina, quanto 

na resposta da ligação da insulina ao seu receptor, estão diretamente associados ao 

comprometimento do metabolismo dos carboidratos.  

O metabolismo de lipídeos, por sua vez, inclui a biossíntese e degradação de lipídeos 

como os ácidos graxos, triglicérides e colesterol e tem início apenas no intestino delgado sob 

ação dos sais biliares que são responsáveis em emulsificar a gordura, facilitando a ação da lipase 

pancreática. As lipases hidrolisam ligações nas moléculas de lipídeos permitindo a liberação de 

ácidos graxos e glicerol, que serão absorvidos pelos enterócitos. Entretanto, como os 

triglicérides e colesterol são moléculas lipossolúveis, para que se tornem mais solúveis na 

circulação sanguínea são empacotados com proteínas transportadoras chamadas de 

apolipoproteinas (Apo), formando então os quilomícrons. As principais Apo são as ApoA (A-

I, A-II e A-IV), ApoB (B-48 e B-100), ApoC (C-I, C-II, C-III), ApoD e ApoE 

(FRANCESCHINI, 1996). As Apo além de auxiliarem na solubilização das lipoproteínas, 

também as direciona para os locais corretos do seu metabolismo.  

Os quilomícrons ganham a circulação linfática através da ligação da ApoC-II, seguindo 

pela cisterna do quilo, ducto torácico e desembocando na veia subclávia esquerda onde ganham 

a circulação sanguínea. Durante esse processo são degradados pela ação da lipase lipoprotéica 

endotelial em ácidos graxos livres (FFAs, do inglês Free Fatty Acids) e glicerol.  O fígado é o 

principal órgão responsável pela metabolização dos lipídeos. No tecido hepático, os FFAs são 

utilizados no metabolismo energético ou convertidos em triacilgliceróis e ésteres de colesterol 

e empacotados com Apo específicas formando a lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL, 

do inglês Very Low Density Lipoprotein). Através das ApoC-II presentes na VLDL, os 

triacilgliceróis nessas lipoproteínas conseguem ser liberados para os tecidos alvos. À medida que a 

VLDL perde o conteúdo de triacilgliceróis e concentra-se em colesterol, é convertida em 

lipoproteínas de densidade intermediária (IDL, do inglês Intermediated Density Lipoprotein), e em 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL, do inglês Low Density Lipoprotein).  

A ApoB100 constitui a principal Apo presente na LDL, e a captação desta lipoproteína 

é mediada pela interação entre os resíduos de lisina presente na ApoB100 com os receptores 

específicos para a LDL (BROWN e GOLDSTEIN, 1986). A LDL é responsável pela entrega do 
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colesterol para o músculo, glândulas suprarrenais, tecido adiposo e também para os macrófagos 

(ARBEENY, 1996; NELSON e COX, 2013). Trata-se de uma lipoproteína indispensável ao 

fornecimento de colesterol, importante para o processo de divisão celular, para a síntese de 

membranas, e para a síntese de hormônios e sais biliares (BROWN e GOLDSTEIN, 1986). Em 

contrapartida, o transporte reverso do colesterol, que consiste em sua retirada dos tecidos 

periféricos em direção ao fígado, é realizado pela lipoproteína de alta densidade (HDL, do 

inglês High Density Lipoprotein). No fígado, o colesterol será utilizado principalmente para a 

síntese de sais biliares (NAVAB et al., 2011). 

Há uma forte correlação envolvendo distúrbios relacionados ao metabolismo de 

carboidratos e lipídeos. Como por exemplo, a relação envolvendo a resistência à insulina e as 

dislipidemias. A hiperglicemia ocasionada pela resistência à insulina é um importante 

componente metabólico observado na obesidade, síndrome metabólica e diabetes e está 

associada ao elevado risco de complicações vasculares e em última instância associada ao fator 

de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (BJORNSTAD e ECKEL, 2018).  

 

1.5 – A microbiota e as infecções intestinais e sua relação com a aterosclerose  

 

As doenças cardiovasculares, incluindo a aterosclerose estão intimamente relacionadas 

ao metabolismo lipídico e representam a principal causa de morte no mundo, com uma 

estimativa de 17,9 milhões de morte só no ano de 2016 (WHO, 2017). A aterosclerose é 

caracterizada por uma inflamação crônica decorrente do acúmulo de colesterol, cálcio e outros 

elementos na parede das artérias, com consequente recrutamento de células imunológicas para 

o local, principalmente de macrófagos, conduzindo ao enrijecimento, estreitamento da parede 

do vaso e a formação do ateroma, podendo assim ser considerada uma doença inflamatória e 

metabólica (KOREN et al., 2011; LINDSKOG JONSSON et al., 2018; HANSSON, 2005). 

Com o passar dos anos, a área de obstrução do vaso sanguíneo aumenta, levando a restrição do 

fluxo sanguíneo para as regiões irrigadas, e consequentemente ao comprometimento do suporte 

de oxigênio e de nutrientes, representando um gatilho chave para o desenvolvimento de outras 

complicações cardiovasculares, como o derrame, o acidente vascular cerebral e o infarto.  

A aterosclerose normalmente se desenvolve em locais específicos, onde o fluxo 

sanguíneo é mais turbulento, como nos pontos de ramificação das artérias. A inflamação se 

desenvolve como uma resposta ao estresse hemodinâmico e outros tipos de gatilhos (WICK et 
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al., 1995), como pelo acúmulo de formas morfologicamente distintas e modificadas de LDL, 

seguidos por infiltração celular, como os macrófagos e formação de células espumosas 

(PENTIKAINEN et al., 2000). Na região da túnica íntima das artérias, a LDL pode sofrer uma 

série de modificações, como oxidação (SCHUH et al., 1978), acetilação, etilação, metilação e 

glicação (STEINBRECHER et al., 1984). Acredita-se que as modificações que acontecem nas 

moléculas de LDL, especialmente na ApoB, que impossibilitam sua ligação ao receptor da 

LDL, e a oxidação estejam relacionados a aterogênese por meio do reconhecimento dessas 

moléculas pelos receptores scavenger presentes nos macrófagos, e como consequência há a 

formação das células espumosas (OREKHOV et al., 2014). Estas células carregadas de 

colesterol podem sofrer necrose, ocasionando dano tecidual e resposta inflamatória local, bem 

como ocasionar o recrutamento de outras células da resposta imune (TABAS et al., 2007; 

TABAS e LICHTMAN, 2017).  

Os modelos murinos mais utilizados para o estudo de aterosclerose são nocautes para a 

ApoE (ApoE-KO, do inglês knockout) e nocautes para o receptor da LDL (LDLR, do inglês 

LDL Receptor) (VÉNIANT et al., 2001; ISHIBASHI et al., 1993; ZHANG et al., 1992). Os 

camundongos ApoE-KO apresentam níveis plasmáticos de colesterol total mais altos em 

comparação aos nocautes para o LDLR, e normalmente apresentam lesões ateroscleróticas 

graves mais rapidamente. Além disso, a deficiência da expressão de ApoE endógena leva a um 

desequilíbrio da carga de colesterol especificamente nos macrófagos, o que estimula a secreção 

de citocinas e proteases, desencadeando inflamação e a degradação da matriz extracelular 

(ISHIBASHI et al., 1993; NAKASHIMA et al., 1994). O modelo de camundongos ApoE-KO 

foram os primeiros geneticamente modificados capazes de desenvolver aterosclerose 

espontaneamente e desde então tem sido utilizado para o estudo dessa doença (PLUMP et al., 

1992). 

Alterações na microbiota intestinal também estão relacionadas ao desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, em particular a aterosclerose (KOREN et al., 2011; KARLSSON et 

al., 2012; JIE et al., 2017). A microbiota intestinal metaboliza nutrientes contendo metilamina, 

como colina, lecitina e L-carnitina para gerar trimetilamina (TMA, do inglês Trimethylamine), 

que é posteriormente convertida a N-óxido de trimetilamina (TMAO, do inglês Trimethylamine 

N-Oxide) pela flavina monooxigenase no fígado. Os níveis de TMAO foram correlacionados 

com o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares (TANG et al., 2013; KOETH et 

al., 2013; WANG et al., 2014), e têm sido positivamente correlacionados ao tamanho das lesões 

aórticas. A transferência da microbiota intestinal de animais que produzem altas quantidades 
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de TMAO para camundongos ApoE-KO, demonstram aumento da capacidade microbiana de 

produção de TMA e aumento das lesões aórticas (GREGORY et al., 2015).  

As infecções também tem sido relacionadas as alterações pró-ateroscleróticas nas 

células vasculares. Estas alterações incluem aumento da expressão e atividade do receptor 

scavenger, aumento da captação de colesterol e LDL modificado, aumento da expressão de 

moléculas de adesão e citocinas inflamatórias e outros efeitos, como estímulo aos macrófagos 

na secreção de citocinas, levando à vulnerabilidade da placa aterosclerótica (EPSTEIN et al., 

2000). Estudos epidemiológicos demonstram a associação entre as doenças cardiovasculares e 

infecções por bactérias do gênero Clamídia, e por infeções que conduzem a doenças 

periodontais, por exemplo (MATTILA et al., 1989; SAIKKU et al., 1992).  

Nesse contexto, nosso grupo mostrou que um único episódio de infecção gastrointestinal 

aguda por YP foi capaz de ocasionar um processo chamado por nosso grupo de “cicatriz 

imunológica”, no qual após a eliminação da bactéria, observou-se a translocação da microbiota 

intestinal para o mesentério, associada a uma inflamação crônica no MAT. Esta inflamação 

crônica do mesentério está associada a um aumento da permeabilidade dos vasos linfáticos 

mesentéricos que leva a um desvio das DCs migratórias, que trafegam do intestino para os 

linfonodos mesentéricos. Estas DCs, são desviadas para o MAT, ou mesentério, e não atingem 

os linfonodos drenantes. Como consequência deste desvio das DCs, ocorre o comprometimento 

das respostas imunes canônicas ativadas na mucosa intestinal pelas DCs, em particular células 

Tregs e Th17 e ao comprometimento da produção de IgA. Neste sentido, as principais funções 

imunes desenvolvidas nesse local ficam prejudicadas, como a tolerância oral e a imunidade 

contra vacinas orais (FONSECA e HAND et al., 2015). O comprometimento da produção de 

IgA e da resposta Th17 pela cicatriz imunológica faz com que haja perda de 

compartimentalização da microbiota intestinal, que transloca para o mesentério, fechando o 

ciclo de feedback positivo para a inflamação crônica mesentérica. 

Outro trabalho realizado por nosso grupo demonstra que após o episódio de infecção 

pela bactéria YP, há alteração da composição da microbiota intestinal e o desenvolvimento de 

uma síndrome metabólica não clássica. Esta síndrome é caracterizada por uma melhora 

significativa na sensibilidade à insulina, mesmo em condições de obesidade, e no uso de 

carboidratos como fonte de energia. A resposta à insulina está aumentada no músculo e no 

tecido adiposo dos animais e está associada à maior produção do hormônio peptídeo gástrico 

(GIP, do inglês Gastric Inhibitor Peptide) em decorrência de alterações da microbiota comensal 
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que levam ao aumento de determinadas espécies de proteobactérias. Esta melhora no 

metabolismo de carboidratos confere ao animal uma vantagem adaptativa mediante condições 

de desnutrição induzida por dietas deficientes em proteínas e lipídeos, mas baseadas em 

carboidratos (SIQUEIRA et al., manuscrito em preparo). Entretanto, a melhora do metabolismo 

de carboidratos está associada a uma ineficiência do uso de lipídeos como fonte energética. Os 

animais previamente infectados por YP sucumbem ao serem alimentados com dietas contendo 

baixo teor de carboidratos. Embora ainda não saibamos os mecanismos envolvidos neste 

fenômeno, acreditamos que o aumento da produção e sinalização pela insulina possa estar 

associado ao comprometimento dos processos de beta-oxidação, comprometendo o uso de 

lipídeos como fonte de energia. Além disso, essa incapacidade do uso de lipídeos pode estar 

associada ao dano permanente gerado nos vasos linfáticos mesentéricos em decorrência da 

infecção intestinal pela YP, observada pelo aumento da permeabilidade desses vasos e 

consequente interferência no tráfego de lipídeos provenientes da dieta. Esta observação pode 

ser evidenciada pela dificuldade dos animais previamente infetados com YP, em comparação 

aos animais naïve, de absorverem os lipídeos a curto prazo, assim como da presença de ascite 

quilosa na região abdominal desses animais. Dessa forma, compreender os processos 

envolvidos na manutenção da inflamação crônica do mesentério pós-cicatriz imunológica 

induzida por YP pode ser essencial para elaborar intervenções que revertam o dano aos vasos 

linfáticos mesentéricos e consequentes alterações metabólicas. Além disso, também não 

conhecemos as consequências a longo prazo das alterações no transporte e metabolismo lipídico 

que se desenvolvem pós-infecção por YP.  

 Tendo em vista o papel fundamental da microbiota intestinal, e sua associação a 

inflamação do tecido adiposo e consequente distúrbios metabólicos e cardiovasculares, neste 

trabalho estudamos diferentes estratégias de reversão da inflamação do tecido adiposo 

mesentérico desenvolvida após a infecção intestinal por YP, a partir da recuperação da resposta 

imune homeostática Th2 no tecido, e observar indiretamente as possíveis modificações na 

sensibilidade à insulina, bem como a contribuição dessa infecção intestinal na predisposição a 

longo prazo ao desenvolvimento de doença aterosclerótica.  
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2. Objetivos  

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o impacto do remodelamento mesentérico decorrente da infecção por YP sobre o 

desenvolvimento de síndrome metabólica não clássica, com ênfase na produção de SCFA, 

restauração do tônus imunológico Th2 no MAT e contribuição dos linfócitos B, e as 

consequências a longo prazo para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares.   

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Analisar a contribuição da microbiota intestinal para a melhora da resposta à insulina pós-

infecção; 

2. Avaliar a contribuição dos SCFAs para a geração e manutenção da cicatriz imunológica e 

seu impacto sobre as alterações metabólicas; 

3. Determinar o impacto da redução dos componentes do tipo 2 (eosinófilos, células Th2 e 

ILC2) sobre a inflamação crônica do tecido adiposo mesentérico e resposta à insulina; 

4. Avaliar o efeito da inibição de NLRP3, via tratamento com glibenclamida sobre a 

inflamação no MAT e linfonodo mesentérico e sobre a síndrome metabólica não clássica;  

5. Avaliar o efeito da tentativa de recuperação dos componentes do tipo 2 no MAT pós-

infecção por YP a partir do uso da OVA por via oral e intraperitoneal e sobre a síndrome 

metabólica não clássica; 

6. Estudar a contribuição dos linfócitos B para a síndrome metabólica não clássica; 

7. Avaliar o impacto da infecção por YP sobre o metabolismo lipídico do hospedeiro, em 

particular no desenvolvimento de aterosclerose; 

8. Avaliar o efeito da tentativa de reversão da inflamação crônica no MAT sobre a 

permeabilidade linfática no contexto de desenvolvimento de aterosclerose. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Camundongos 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6, fêmeas, com idade entre 6 e 8 semanas ao 

início dos experimentos, obtidos do biotério de criação animais da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (FM-USP) e foram mantidos no biotério de experimentação do 

departamento de Imunologia do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da USP. Os 

camundongos ApoE-KO e os camundongos deficientes em células B maduras que não 

expressam o gene  da Ig (B-KO, ou  KO) foram criados e mantidos no biotério de quarentena 

do departamento de Imunologia do ICB da USP, a partir de um casal de camundongos ApoE-

KO e B-KO (cedidos pelo Prof. José Carlos Farias Alves Filho da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP)-USP. Os animais ApoE-KO apresentam uma inativação do gene da 

apolipoproteina E endógena e para tanto demonstram aumento acentuado dos níveis 

plasmáticos de colesterol total, sendo que o acúmulo de gordura na região aórtica já pode ser 

observado a partir do terceiro mês de idade. Os camundongos ApoE-KO são comumente 

utilizados para estudos envolvendo aterosclerose, doenças cardiovasculares, metabolismo 

lipídico e a relação entre a apolipoproteina E e a doença de Alzheimer (PIEDRAHITA et al., 

1992). Os camundongos B-KO são incapazes de expressar a imunoglobulina M ligada à 

membrana devido a uma mutação direcionada na região do êxon que codifica a cadeia pesada 

desta imunoglobulina. Desta forma, estes camundongos não possuem células B maduras 

(KITAMURA et al., 1991). Os experimentos foram conduzidos com a aprovação do Comitê de 

Ética no Uso de Animais de Experimentação (CEUA) da USP, protocolo nº 49/2016. A 

eutanásia dos animais foi realizada pela inoculação intraperitoneal de dose excessiva de 

anestésico, cetamina (375 mg/Kg) e xilazina (37,5 mg/Kg). 

 

3.2 Infecção Oral  

 

Para a infecção, a bactéria YP (cepa IP32777) ou a bactéria YP com deleção para o fator 

de virulência Yersinia outer protein M (ΔYopM) foi semeada em meio de cultura ágar 

MacConkey sem antibiótico e incubada em estufa a 25ºC por 48 h. Posteriormente para o 

crescimento bacteriano, uma colônia isolada foi cultivada em meio líquido 2XYT (Becton, 
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Dickinson and Company) a 25ºC por 18 h sob agitação de 200 rpm. Após o crescimento, a 

concentração das bactérias viáveis foi quantificada de acordo com a densidade óptica da cultura 

(obtida em 600 nm) interpolada em uma curva de crescimento bacteriano previamente 

padronizada no LabIM. Os camundongos foram mantidos em jejum de 12 h antes da infeção 

que foi realizada por gavagem de 200 µL de solução salina contendo 1x107 Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC) de YP WT ou YP ΔYopM. Todos os experimentos foram 

realizados após 4 semanas da infecção, tempo necessário para que haja a eliminação completa 

da bactéria. 

 

3.3 Testes metabólicos 

 

Os testes metabólicos para análise de tolerância à insulina e de tolerância à glicose foram 

realizados a partir de 4 semanas após a infecção oral com YP. Afim de avaliar a tolerância à 

glicose, a partir do teste de tolerância a glicose (GTT, do inglês Glicose Tolerance Test), os 

animais foram mantidos em jejum por 12 h e posteriormente foi aplicada injeção via 

intraperitoneal com 2 g/Kg de glicose (Reagen). A resposta à insulina foi observada através do 

teste de tolerância à insulina (ITT, do inglês insulin tolerance test), para tal, duas abordagens 

diferentes foram utilizadas. Na abordagem inicial, os animais foram submetidos ao jejum de 6 

h seguido de injeção de 0,75 U / Kg de insulina (Novo Nordisk) na região intraperitoneal. Em 

uma segunda abordagem, os animais foram submetidos ao jejum de 12 h, e o alimento foi 

reposto na manhã seguinte, por um período de 2 h, normalizando assim o horário de ingestão 

alimentar dos animais. Após o período de alimento disponível, os animais foram postos 

novamente em jejum por 6 horas. Após esse período, foi injetado via intraperitoneal 0,75 U/Kg 

de insulina. Para o GTT e na primeira abordagem utilizada para o ITT a dosagem da glicemia 

foi realizada nos tempos: 0, 15, 30, 90 e 120 min após a injeção com glicose e insulina, 

respectivamente. Já na segunda abordagem utilizada para a realização do ITT, a dosagem da 

glicemia foi realizada nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 30, 90 e 120 min após a injeção de insulina. 

A dosagem da glicemia foi realizada com o auxílio do medidor de glicemia Accu-Chek Active, 

Roche. 
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3.4 Transplante de microbiota fecal 

 

Para o protocolo de transplante de microbiota fecal, camundongos C57BL/6 foram 

infectados ou não com a bactéria YP. Decorridas 4 semanas da infecção, o conteúdo intestinal 

dos animais naïve ou previamente infectados foi coletado em condições anaeróbicas, decantado, 

o sobrenadante foi coletado, filtrado e transplantado via gavagem para animais naïve com idade 

de 3 semanas. O procedimento foi repetido 4 vezes em dias alternados e, após 6 semanas, os 

animais foram submetidos a testes metabólicos, como o GTT e o ITT.  

 

3.5 Dosagem dos SCFAs  

 

As dosagens dos SCFAs foram realizadas em colaboração com o Prof. Dr. Marco 

Aurélio Ramirez Vinolo do laboratório de Imunoinflamação da Universidade de Campinas 

(Unicamp). Para tanto, as amostras de fezes dos animais controles e previamente infectados 

com a bactéria YP foram coletas e pesadas em tubos de 1,5 mL e posteriormente trituradas e 

homogeneizadas em 100 µL de água destilada. Em seguida, foram adicionados 40 mg de cloreto 

de sódio, 20 mg de ácido cítrico, 40 µL de ácido clorídrico (1 M) e 200 µl de butanol. Os tubos 

foram agitados com auxílio do vórtex por 2 min e centrifugados a 18.000 × g por 15 min. O 

sobrenadante foi transferido para microtubos sendo que 1 µL foi injetado no cromatógrafo 

gasoso para que a dosagem fosse realizada. As análises cromatográficas foram realizadas 

utilizando um espectrômetro de massa GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu; ThermoFisher 

Scientific) e uma coluna Stabilwax capilar de sílica fundida (Restek Corporation, Bellefonte, 

PA, EUA) revestida com polietileno glicol. As amostras foram injetadas a 250 °C usando uma 

razão de divisão de 25: 1. O hélio puro de alto grau foi usado como gás de arraste a 1,0 mL/min 

em fluxo constante.  

 

3.6 Dieta Especial 

 

Para os experimentos relacionados a indução de aterosclerose nos animais ApoE-KO, 

decorridas 3-4 semanas da infecção por YP ΔYopM ou YP WT, os grupos experimentais foram 
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submetidos a dieta controle ou a HCD, contendo colesterol e ácido cólico (Tabela 1). A HCD 

foi fabricada e comercializada pela empresa RHOSTER (RH19550).  

Dietas Controle Hipercolesterolêmica 

Perfil calórico (%) 

Proteína 63,9 16,95 

Carboidrato 17,2 49,33 

Gordura 18,8 20,95 

Tabela 1. Principais componentes das dietas controle e hipercolesterolêmica. Porcentagem do perfil calórico 

dos principais constituintes das dietas controle e hipercolesterolêmica. 

 

3.7 Delineamento experimental para indução de lesões ateroscleróticas 

 

Para a indução das lesões ateroscleróticas utilizamos o modelo de animais ApoE-KO. 

Estes camundongos foram os primeiros geneticamente modificados capazes de desenvolver 

aterosclerose espontaneamente e desde então tem sido utilizados para o estudo de doença 

aterosclerótica (PLUMP et al., 1992). O desenvolvimento de aterosclerose nos animais ApoE-

KO pode ser acelerado a partir do uso de uma dieta rica em gordura como a HCD 

(NAKASHIMA et al., 1994).  Afim de avaliarmos a predisposição ao desenvolvimento de 

lesões aterosclerótica após um único episódio de infecção intestinal aguda por YP, 

camundongos ApoE-KO foram infectados com YP ΔYopM. Após 3-4 semanas, iniciou-se a 

dieta HCD por 20 semanas (esquema 1). Ambos os grupos tiveram seu peso medido 

semanalmente. 

 

 

Esquema 1: Delineamento experimental para indução de lesões ateroscleróticas. Camundongos ApoE-KO 

foram infectados com YP ΔYopM. Decorridas 4 semanas, iniciou-se dieta HCD por 20 semanas. 
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3.8 Análise histopatológica 

 

Após a eutanásia dos camundongos ApoE-KO previamente infectados com YP WT ou 

YP ΔYopM e tratados durante 20 semanas com HCD, órgãos como fígado e tecido adiposo 

pericárdico foram coletados e fixados em formaldeído 10% (Synth) para posterior coloração 

em hematoxilina e eosina (HE), utilizada para avaliar a morfologia e infiltrado celular desses 

órgãos. As peças foram enviadas à empresa Histocell para processamento em parafina, seguido 

de corte, com cerca de 5 µm, e coloração com HE. 

 

3.9 Coleta do coração e aorta para histologia 

 

Camundongos ApoE-KO foram infectados com YP ΔYopM, após 4 semanas, iniciou-

se o tratamento com a HCD em ambos os grupos experimentais, por 20 semanas (de acordo 

com o esquema 1). Para a dissecção das aortas, os camundongos foram eutanasiados, o sangue 

foi coletado através da punção cardíaca e a caixa torácica exposta. Realizou-se perfusão 

cardíaca via ventrículo esquerdo com 10-40 mL de PBS (do inglês – Phosphate Buffer Saline) 

1X, para eliminar o excesso de hemácias na aorta. Em seguida, retirou-se cuidadosamente o 

coração e a aorta ascendente e com auxílio de uma lupa de dissecção foi realizado o corte na 

região do arco da aorta, preservando ao máximo a região das válvulas. Os corações foram 

mantidos em PBS 1x por uma hora para relaxamento da musculatura e posteriormente foram 

fixados em formalina a 10% tamponado, pH de 7,4, por 48 h para preparação dos cortes 

histológicos. 

 

3.10 Preparação dos cortes histológicos do coração 

 

A inclusão do coração para corte em lâminas para análise das válvulas cardíacas (VCs) 

foi realizada em três soluções de diferentes concentrações de gelatina: inicialmente, solução a 

5% de gelatina (Sigma) por três horas, a 10% por três horas e a 25% overnight, sendo que todas 

as etapas ocorreram em banho-maria (temperatura entre 40-50 °C).  Com auxílio de uma lupa, 

os ventrículos foram seccionados entre o ápice e a base em um plano paralelo a uma linha 

definida pelas pontas laterais dos átrios. Posteriormente, foram embebidos no meio Tissue Tek 
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O.C.T (do inglês, Optimum Cutting Temperature) e congelados imediatamente com auxílio do 

gelo seco e armazenados em freezer -80 °C até o momento dos cortes histológicos.  Dentro da 

câmara de congelamento do criostato (modelo Leica CM1950, Leica), cortes com 20 µm de 

espessura foram desprezados até a proximidade da região de interesse (VCs). Os cortes 

consecutivos com 5 µm de espessura foram coletados em lâminas de microscopia silanizadas. 

Os cortes coletados compreenderam a região entre o sinus aórtico e o início da aorta. Foram 

coletadas cerca de 4 lâminas por coração. Para a identificação do início da região de coleta as 

referências anatômicas utilizadas foram o formato arredondado da válvula e a presença de 

saliências em sua parede interna (constituem o início da formação das VCs). O desaparecimento 

das válvulas indicou o fim da região de coleta.  

 

3.11 Coloração dos corações com oil red  

 

Para a observação do depósito de lipídeos na região das VCs os cortes histológicos 

provenientes dos camundongos que foram previamente infectados com YP foram corados com 

oil red- O (Sigma). Para tanto, os cortes histológicos foram fixados em paraformaldeído a 4% 

por 10 min, seguido da lavagem com água corrente. Posteriormente, os cortes foram deixados 

em solução de trabalho de oil red- O (Sigma) (30 mL de solução estoque/ 20 mL de água 

destilada, filtrados em papel filtro) por 10 min. Solução estoque de oil red (500g de oil red/ 100 

mL de isopropanol). Em seguida, os cortes foram corados com solução de número 3 do kit 

panótico rápido (composto de triazinas e água destilada) (Laborclin ®) por 30 segundos, 

seguido da lavagem em água corrente. Decorrido esse tempo, os cortes foram lavados em água 

corrente e as lâminas foram montadas com lamínula e glicerol 90% para posterior observação 

em microscópio. 

 

3.12 Coloração das aortas com oil red 

 

Foi utilizada a coloração de oil red- O (Sigma) para avaliar a presença de placas 

ateroscleróticas ou deposição de lipídeos nas aortas dos camundongos que foram previamente 

infectados com YP WT e YP ΔYopM. As aortas previamente obtidas foram transferidas para 

microtubos de 2 mL (eppendorf) com paraformaldeído a 4% diluído em PBS 1x durante 24 h. 
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Com o auxílio de uma lupa, as aortas foram dissecadas para retirar o excesso do tecido adiposo 

na região externa. Subsequentemente à limpeza das aortas, as mesmas foram transferidas para 

tubos contendo 1 mL de metanol 78%, onde ficaram sob agitação por 5 min. Esse procedimento 

foi realizado mais duas vezes. Em seguida, adicionou-se 1 mL de oil red 0,2% (70mg oil red / 

25 mL metanol /10 mL NaOH a 1 M) e as amostras foram incubadas por 60 min sob agitação. 

Decorrido esse tempo, as aortas foram transferidas para um novo tubo e lavadas 2 vezes com 

metanol 78%. Finalmente, as aortas foram ressuspensas em 1 mL de PBS 1X estéril e 

armazenadas à 4ºC até serem analisadas. 

 

3.13 Análise da área da placa aterosclerótica  

 

Para medir a área da placa aterosclerótica das aortas dos camundongos que foram 

previamente infectados com YP e YP ΔYopM, as aortas foram cortadas longitudinalmente e 

fixadas com auxílio de alfinetes em uma superfície plana e clara (MANZANO et al., 2015). 

Com auxílio do programa de análises de imagem ImageJ, obtivemos a área total da aorta e 

circundamos todas as regiões de área avermelhada presente no interior da aorta, característica 

do depósito de lipídeos presente na artéria após a coloração com Oil-red. Assim, obtivemos 

uma relação referente as áreas dos depósitos de gordura presente na aorta e a área total da aorta, 

e com um cálculo de soma e divisão chegamos ao valor da área total de placa aterosclerótica 

presente na aorta analisada. Posteriormente, utilizamos do programa GraphPad Prism 7.0 para 

visualização desses dados na forma de gráficos. 

 

3.14 Delineamento experimental para o tratamento com glibenclamida  

 

Na tentativa de diminuir a inflamação observada nos linfonodos mesentéricos e no 

MAT, bem como as alterações na sensibilidade à insulina geradas após a infecção intestinal por 

YP (FONSECA e HAND et al., 2015; SIQUEIRA et al., manuscrito em preparo), camundongos 

C57BL/6, fêmeas, foram infectados com a bactéria YP. Após 4 semanas, iniciou-se o 

tratamento com 10 μg/animal do fármaco glibenclamida (descrito por sua capacidade de inibir 

NLRP3) (ZHANG et al., 2017) em solução salina ou apenas salina, por via intraperitoneal (200 

μL/animal), por 10 dias consecutivos. Posteriormente, realizou-se o ITT, seguido de mais 10 

dias consecutivos com o tratamento por via intraperitoneal com glibenclamida (esquema 2). Os 
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animais foram eutanasiados e o MAT e linfonodos mesentéricos foram coletados para análise 

do perfil celular imune por citometria de fluxo.  

 

Esquema 2: Delineamento experimental para indução de lesões ateroscleróticas. Camundongos C57BL/6 

foram infectados com YP. Decorridas 4 semanas, iniciou-se o tratamento por 10 dias consecutivos com 

glibenclamida por via intraperitoneal, seguido de ITT e novamente um ciclo de 10 dias de tratamento com o 

fármaco.  

 

3.15 Delineamento experimental para indução de uma resposta imunológica do tipo 2 no MAT 

 

Na tentativa de restaurar a resposta imune homoeostática do tipo 2 no MAT dos animais 

previamente infectados com YP, camundongos fêmeas C57BL/6 naïve  ou previamente 

infectados com YP foram submetidos ao protocolo de indução de resposta imunológica do tipo 

2 a partir da imunização com o uso do antígeno OVA associado ao adjuvante hidróxido de 

alumínio (alum) (Thermo Scientific™), que polariza para respostas Th2. Para tanto, os animais 

foram imunizados com duas injeções de 200 µL de OVA/alum pela via subcutânea (sc) na 

região lombar dos animais. As injeções foram aplicadas com um intervalo de uma semana. A 

OVA encontrava-se em estoque na concentração de 100 μg/μL, e cada animal recebeu o 

equivalente a 50 μg de OVA e 100 μL de alum diluídos em solução salina injetável estéril. Após 

a imunização via subcutânea de OVA/alum, duas abordagens experimentais diferentes foram 

adotadas para a realização do desafio com OVA, com o intuito de direcionar a resposta Th2 

para o mesentério ou para a mucosa intestinal (esquema 3). Na primeira abordagem 

experimental foram aplicadas duas injeções pela via intraperitoneal (ip) de 200 µL de solução 

com 100 μg OVA (concentração de 100 μg/μL) e solução salina suficiente para completar o 

volume de 200 µL, respeitando um intervalo de uma semana entre as aplicações (protocolo 1). 

Em uma segunda abordagem experimental, os animais receberam 1,5% de OVA (Sigma – Grau 

III) na água de beber durante três dias consecutivos, sendo o mesmo procedimento repetido 

novamente com um intervalo de uma semana (protocolo 2). Após realização dos protocolos 1 

e 2 o MAT, linfonodo mesentérico e intestino dos animais foram coletados para 

imunofenotipagem celular por citometria de fluxo. 
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Protocolo 1   

Protocolo 2 

 

Esquema 3: Delineamento experimental para indução de um padrão de resposta imunológica do tipo 2. 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com YP. Após 3-4 semanas foram sensibilizados duas vezes pela via 

subcutânea com OVA/alum, com intervalo de uma semana entre elas. Protocolo 1: Para imunização, os animais 

receberam duas injeções via intraperitoneal (ip) de 200 µL de solução com 100 μg OVA e solução salina, em um 

intervalo de uma semana entre as aplicações. Protocolo 2: Para imunização, os animais receberam 1,5% de OVA 

na água de beber por três dias consecutivos. Após uma semana o procedimento foi novamente repetido. 

 

3.16 Delineamento experimental para indução de uma resposta imunológica do tipo 2 em 

modelo de desenvolvimento de aterosclerose  

  

Na tentativa de observarmos se a indução de uma resposta imune do tipo 2 no MAT dos 

animais previamente infectados com YP seria capaz de proteger estes animais do 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas e dos danos aos vasos linfáticos mesentéricos, 

camundongos fêmeas ApoE-KO entre 8 e 10 semanas de idade foram infectados com YP e após 

4 semanas de infecção, os animais começaram a receber a dieta HCD por 20 semanas (descrito 

em 3.7) e foram submetidos ao protocolo de indução de resposta imunológica do tipo 2, a partir 

da utilização de OVA pela via intraperitoneal (protocolo 1, descrito no item 3.15). Decorridas 

20 semanas do tratamento com a dieta, os animais ApoE-KO foram eutanasiados. O MAT foi 

coletado para avaliação da integridade dos vasos linfáticos (descrito em 3.18) e após perfusão 

corpórea através do ventrículo esquerdo, com PBS 1x gelado, a aorta foi coletada para avaliação 

das lesões aterosclerótica (descrito em 3.12).  
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3.17 ELISA  

 

Para a dosagem dos anticorpos IgG1, IgG2a e IgA específicos para OVA no soro dos 

camundongos, realizamos o ensaio de imunoabsorção enzimática ou ELISA (do inglês, 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando os kits OptEIA (BD Biosciences) seguindo 

as recomendações do fabricante. 

Para a detecção dos anticorpos  no soro, inicialmente realizamos o coating da placa com 

tampão coating e OVA na concentração de 10 μg/mL e incubamos overnight a 4 °C. 

Posteriormente, vertemos as placas e os poços foram lavados com o tampão de lavagem e 

bloqueados com solução de bloqueio por uma hora em temperatura ambiente. As amostras de 

soro foram devidamente diluídas e plaqueadas nos poços, seguido de incubação por duas horas 

em temperatura ambiente. As placas foram vertidas, e os poços lavados com solução de 

lavagem. Os respectivos anticorpos de detecção foram devidamente diluídos em tampão de 

bloqueio e pipetados nos poços, seguido de incubação por uma hora em temperatura ambiente. 

Após as placas serem vertidas e os poços lavados, pipetamos a enzima peroxidase conjugada a 

streptoavidina e incubamos por 30 min em temperatura ambiente. Seguimos com a lavagem 

dos poços e adição de solução de tetrametilbenzidina por 30 min em temperatura ambiente e 

protegida da luz. Posteriormente realizamos a parada da reação com o uso de ácido sulfúrico e 

a leitura das placas foi realizada a 450 nm.   

 

3.18 Gavagem com bodipy 

 

Para avaliar a integridade dos vasos linfáticos mesentéricos, os camundongos ApoE-KO 

foram deixados em jejum por 4 h. Após este período, realizou-se a gavagem de 200 µL de uma 

emulsão contendo 2 µg de bodipy/por animal (do inglês, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indacene) (Invitrogen™), creme de leite e azeite de oliva. Após 2 horas da gavagem, o MAT 

foi removido cuidadosamente, afim de evitar o corte dos vasos linfáticos mesentéricos e 

consequente extravasamento do seu conteúdo para o tecido adiposo mesentérico. A análise foi 

realizada em microscópio de fluorescência no comprimento de onda de excitação de 488 nm.  
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3.19 Processamento tecidual e extração celular  

 

Para avaliação das populações teciduais, os intestinos delgado e grosso, o MAT, o tecido 

adiposo pericárdico (pAT, do inglês Pericardial Adipose Tissue), o linfonodo mesentérico, o 

fígado e as VCs foram processados para extração celular e imunofenotipagem por citometria 

de fluxo. Os órgãos foram escolhidos de acordo com o interesse do experimento. Para a 

obtenção das células da lâmina própria dos intestinos seguimos o protocolo previamente 

padronizado (FONSECA e HAND et al., 2015). Para tal, os intestinos foram coletados, as 

placas de payer removidas e realizamos a abertura longitudinal dos mesmos para realização da 

lavagem e remoção do conteúdo fecal com PBS 1x. O muco intestinal foi removido a partir de 

agitação vigorosa em solução de RPMI (Sigma-Aldrich) com EDTA 2 mM (LGC 

Biotecnologia). Posteriormente, transferimos o intestino para o meio de pré-digestão com RPMI 

com 3% de soro fetal bovino (SFB) (LGC Biotecnologia), 5mM EDTA e 0,145 mg/mL de DTT 

(Sigma-Aldrich) por 25 min a 37 °C sob agitação. Após a pré-digestão, o tecido passou 

novamente pela solução de RPMI com EDTA 2 mM, seguido do corte do tecido em pequenos 

fragmentos para então ser digerido com 0,75 mg/mL de Colagenase IV (Sigma-Aldrich) e 0,5 

mg/mL DNase I (Sigma-Aldrich) em meio RPMI, por 25 min a 37 °C sob agitação. Após a 

digestão, o tecido foi filtrado em cell strainer e as células obtidas foram ressuspensas em meio 

RPMI contendo 3% de SFB. 

Para o MAT e o pAT utilizou-se do protocolo descrito previamente em FONSECA e 

HAND et al., 2015. Para tanto, ambos os tecidos foram coletados após perfusão cardíaca com 

PBS gelado, cortados em pequenos fragmentos e digeridos com 0,5 mg/mL de Colagenase IV 

e 0,25 mg/mL DNase I em meio DMEM (Corning Inc.; Nova York, EUA) contendo 1% de 

albumina sérica bovina (do inglês, Bovine Serum Albumin - BSA low fat) tamponado com 

HEPES. Após digestão e inibição das enzimas por adição de 0,5 mM de EDTA, as células foram 

ressuspensas em meio RPMI com 3% de SFB. Quanto ao linfonodo mesentérico, a digestão foi 

realizada com 0,5 mg/mL Colagenase IV e 0,25 mg/mL DNase I em meio RPMI incompleto. 

Após digestão por 20 min a 37°C e inibição das enzimas por adição de meio RPMI com 3% de 

SFB e 0,5mM de EDTA, as células foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI com 3% SFB. 

Para a extração celular do fígado, realizou-se a coleta do órgão após perfusão cardíaca 

com PBS gelado, corte do tecido e digestão com 0,5 mg/mL Colagenase IV e 0,25 mg/mL 

DNase I em meio RPMI, por 25 min a 37°C, sob agitação. Após a digestão, o tecido foi 
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ressuspenso em percoll (Sigma-Aldrich) e centrifugado por 20 min a 1700 rpm. As células 

obtidas foram lavadas em RPMI com 3% de SFB e filtradas em cell strainer. Posteriormente, 

as células foram ressuspensas em RPMI com 3% de SFB. 

Para extração dos leucócitos presentes nas VCs, inicialmente realizou-se a retirada do 

coração após a punção cardíaca e perfusão com o uso de PBS 1x. Posteriormente com auxílio 

de uma lupa e de um bisturi, realizamos cortes nos átrios e ventrículos, paralelos a região das 

VCs. Para a digestão, utilizamos 2 mg/mL de Colagenase IV e 0,25 mg/mL DNase I em HBSS, 

com três incubações de 20 min a 37°C, sob agitação. Após cada incubação, o sobrenadante foi 

recolhido em Falcon de 15 mL contendo uma solução de RPMI a 3% de SFB, e mantido em 

gelo. A suspensão celular foi então filtrada em cell strainer, seguido da centrifugação a 400 g, 

por 10 min. Posteriormente, as células foram ressuspensas em HBSS com 2% de SFB.  

 

3.20 Análise das populações celulares por citometria de fluxo 

 

Após a extração das populações celulares, foram feitas marcações para a 

imunofenotipagem de células do sistema imune inato (neutrófilos, eosinófilos, DCs, 

macrófagos e monócitos, células NK e células linfoides inatas) e análise do infiltrado 

linfocitário (linfócitos T CD4 e T CD8, linfócitos B, linfócitos TCRγΔ), além da avaliação do 

perfil de produção de citocinas por essas células. Para marcação extracelular, as células 

extraídas foram transferidas para uma placa de fundo “U” de 96 poços e lavadas com tampão 

HBSS (do inglês, Hank's Balanced Salt Solution) (Hyclone). Na placa no qual a marcação de 

células do sistema imune inato foi realizada, adicionou-se 10 μL de suspensão contendo 3000 

beads fluorescentes para contagem celular (Beckman Coulter®; Brea, Califórnia, EUA). 

Posteriormente a centrifugação da placa, realizou-se a marcação de viabilidade celular 

utilizando Live and Dead (LD) (Invitrogen™ Molecular Probes) em tampão HBSS, por 20 min 

a 4°C, sob proteção da luz.  Posteriormente, as células foram lavadas em tampão FACS (PBS 

+ 2% SFB), seguido da adição de 30 μL/por poço de mix de anticorpos em tampão FACS, por 

30 min a 4°C, sob proteção da luz. Após o término da incubação, a placa foi lavada com tampão 

FACS, e nos casos em que não havia marcação intracelular, passou-se para a etapa de fixação 

com paraformaldeído a 2%, por 20 min à temperatura ambiente. 
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Para a fração celular no qual haveria marcação intracelular, as células marcadas para as 

moléculas de superfície foram ressuspensas em tampão de fixação (eBioscience™ – Thermo 

Fisher Scientific, Carlsbad, Califórnia, EUA) e incubadas por 60 min a 4°C, sob proteção da 

luz. Após incubação, a placa foi lavada com tampão FACS. Posteriormente, lavou-se com 

tampão de permeabilização celular (Perm Wash) (eBioscience™), seguida da adição do mix 

dos anticorpos intracelulares em tampão de permeabilização e incubação por 30 min a 4°C, sob 

proteção da luz. Após, a placa foi lavada com Perm Wash (BD Biosciences) e FACS e 

ressuspensa em 200 μL de tampão FACS. 

Para avaliar o perfil de produção de citocinas, as células extraídas foram pipetadas em 

uma placa de 96 poços, “fundo reto” e incubadas em estufa à 37 °C, com 5% de CO2 com uma 

solução de estímulo contendo 50 ng/mL de Phorbol myristate acetate - PMA (Invitrogen™), 

500 ng/mL de Ionomicina (Invitrogen™), na presença de 1 μL/mL de Brefeldina A (Stop Golgi) 

(BD Biosciences) preparado em meio RPMI. Após a incubação, as células foram lavadas e 

incubadas com marcador de viabilidade celular LD por 20 min a 4°C, sob proteção da luz. Após 

a incubação, as células foram lavadas com tampão FACS e ressuspensas com o mix de 

anticorpos de superfície, por 30 min a 4 °C, sob proteção da luz. Posteriormente, as células 

foram lavadas com tampão FACS, e ressuspensas em tampão Citofix/Citoperm (BD 

Biosciences) e incubadas por 20 min a 4 °C, protegidas da luz. Após a fixação, as células foram 

lavadas com o tampão Perm Wash (BD™ Biosciences). O mix de anticorpos intracelulares foi 

preparado neste mesmo tampão, sendo 30 μL/poço adicionado às amostras, seguido de 

incubação por 60 min ou overnight a 4°C, sob proteção da luz. As células foram lavadas com 

tampão Perm Wash (BD Biosciences), e com tampão de FACS, e finalmente, ressuspensas em 

tampão de FACS. 

Após marcação, as amostras foram adquiridas em citômetro BD LSRFortessa – X20, 

localizado no Centro de Facilidades e Apoio à Pesquisa – CEFAP, ICB / USP. Os anticorpos 

monoclonais utilizados são descritos no quadro 1. Todas as análises de citometria foram feitas 

com o auxílio do software FlowJo®. Para as estratégias de gate, dentro dos singlets, foram 

plotadas somente as células vivas (Live and Dead-; CD45+). As estratégias de gate utilizadas 

para identificação das populações celulares podem ser vistas nas figuras 1, 2 e 3. Para 

identificação de células mieloides e linfócitos T e B, as estratégias de gate podem ser observadas 

na figura 1. As análises foram feitas a partir da população de células vivas, Live and Dead-; 

CD45+ (A). Foram identificadas as seguintes populações: linfócitos B (TCR-β- CD19+); 

linfócitos T (TCR-β+ CD19-); neutrófilos (CD11b+ Ly6G+); eosinófilos (CD11b+ MHCII- 
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Ly6C- SiglecF+); macrófagos (CD11b+ CD64+ F4/80+ Ly6C-); monócitos (CD11b+ CD64- 

F4/80- Ly6C+); DCs (TCR-β- CD19- SiglecF- Ly6G- Ly6C- CD64- F480- CD11c+ MHCII+ 

CD103+ ou CD11b+ ou CD103+CD11b+). 

A análise das células de origem linfoide (com exceção dos linfócitos B) pode ser vista 

na figura 2. As gates foram feitas a partir da população de células vivas, Live and Dead-CD45+ 

e Thy1.2+ (CD90.1). Foram caracterizadas ILCs (Thy1.2+ TCR-β-) e células TCR-β positivas 

(Thy1.2+ TCR-β+). Dentro destas populações, foi analisada a expressão dos seguintes fatores 

de transcrição celular: Tbet, GATA-3 e RORγt. As ILCs foram separadas em: ILC1 (Tbet+ 

GATA-3- RORγt-), ILC2 (Tbet- GATA-3+ Rorγt-) e ILC3 (Tbet- GATA-3- RORγt+). As 

células TCR-β CD4+ foram caracterizadas como: Th1 (CD8- GATA-3- Rorγt- FoxP3- Tbet+); 

Th2 (CD8- GATA-3+ Rorγt- FoxP3-); Th17 (CD8- GATA-3- FoxP3- Tbet- RORγt+ CD44+) 

e Treg (CD8- GATA-3var FoxP3+). A determinação da produção de citocinas também foi feita 

dentro da população CD45+ e Thy1.2+ (CD90.1), como observado na figura 3. Dentro das 

populações de ILCs, TCR-β+ e NK (TCR-β- NK1.1+), a produção das seguintes citocinas pode 

ser analisada: IFN-γ, IL-1-β, IL-17, IL-4, IL-13 e IL-6. Além disso, a ativação celular pode ser 

observada pela expressão de CD44. 

Anticorpos Fluorocromos Clones 

CD19 FITC 6D5 

SiglecF PE 1RNM44N 

F4/80  PE-Cyanine7 BM8 

CD103 APC 2E7 

MCH II  AF700 M5/114.15.2 

TCR-β AF780 H57-597 

CD64 BV421 10.1 

CD11b BV 605 M1/70 

CD11b Biotinilado M1/70 

CD45 BV650 30-F11 

CD45 BV421 30-F11 

CD11c BV785 N418 

Ly6G  PE-TR 1A8 

GATA-3 FITC L50-823 

FoxP3 PE FJK-16s 

RORgt PERCP B2D 

Ki67 PE-Cyanine7 16A8 

Tbet APC eBio4B10 

CD8 AF700 RPA-T8 

CD4 BV605 RM4-5 
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Quadro 1: Clones de anticorpos utilizados para imunofenotipagem das células dos intestinos delgado e grosso, 

tecido adiposo mesentérico, linfonodo mesentérico e fígado.  

 

 

Figura 1- Estratégia de gate utilizada para identificação das populações de células linfoides e mieloides. 

(A) As análises foram feitas a partir da população de células vivas, Live and Dead- CD45+. Foram identificadas 

as seguintes populações: (B) linfócitos T (TCR-β+ CD19-); linfócitos B (TCR-β- CD19+); (C) neutrófilos 

(CD11b+ Ly6G+); (D) eosinófilos (CD11b+ MHC-II- Ly6G- SiglecF+); (E) macrófagos (CD11b+ CD64+ F4/80+ 

Ly6C-); monócitos (CD11b+ CD64-F4/80- Ly6C+); (F) células dendríticas (TCR-β- CD19- SiglecF- Ly6G- 

NK1.1 BV650 PK136 

Thy1.2 BV785 30-H12 

IL-13 AF488 Ebio13a 

IL-5 PE TRFK5 

IL-17 PERCP eBio17B7 

IFN-γ PE-Cyanine7 B27 

IL-1β APC NJTEN3 

IL-22 AF647 Poly5164 

CD44 BV711 IM7 
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Ly6C- CD64- F480- CD11c+ MHCII+ CD103+ ou CD11b+ ou CD103+CD11b+). As análises foram feitas com 

o auxílio do software FlowJo™. 

 

 

Figura 2- Estratégia de gate utilizada para identificação das populações celulares de origem linfoide. 

(A) As análises foram feitas a partir da população linfoide viva que expressa ou não TCR-β, para ILCs (Live and 

Dead- CD45+ Thy1.2+ TCR-β-) e linfócitos T (Live and Dead- CD45+ Thy1.2+ TCR-β+), respectivamente. 

Foram caracterizadas (B) ILCs (Thy1.2+ TCR-β-) e (C) células TCR-β positivas (Thy1.2+ TCR-β+). Dentro destas 

populações, foi analisada a expressão dos seguintes fatores de transcrição celular: Tbet, GATA-3, RORγt e FoxP3. 

As análises foram feitas com o auxílio do software FlowJo™.   
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Figura 3 - Estratégia de gate utilizada para identificação do perfil de produção de citocinas. 

(A) A determinação da produção de citocinas também foi feita dentro da população de leucócitos vivos (Live and 

Dead- CD45+ e Thy1.2+) Dentro das populações de (B) NK (TCR-β- NK1.1+), (C) ILCs e (D) TCR-β+, a 

produção das seguintes citocinas pode ser analisada: IFN-γ, IL-1-β, IL-17 e IL-6. 

 

3.21 Análise por tSNE – t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding 

 

 Para todas as populações celulares, fizemos a caracterização por análise algorítmica de 

tSNE. Este tipo de análise é capaz de computar os parâmetros derivados da análise e os 

aproxima por similaridades de marcadores, reduzindo a complexidade dos dados gerados em 

um gráfico bidimensional. Nas células de origem mieloide, a análise foi realizada dentro dos 

leucócitos vivos (Live and Dead-, CD45+), enquanto que para fator de transcrição, a análise foi 

realizada dentro de linfócitos vivos (Live and Dead-, CD45+, Thy1.2+). A partir de leucócitos 

e linfócitos vivos, respectivamente, realizamos o DownSample de modo a garantir que todos os 

grupos apresentassem o mesmo número de células previamente escolhido. Posteriormente, 
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concatenamos o DownSample para estabelecer as similaridades entre os marcadores e o 

algoritmo foi aplicado, preconizando-se um total de 2000 interações por evento e uma 

perplexidade de 45. Após as interações, os grupos experimentais foram separados e as 

populações celulares delimitadas. As estratégias de gate utilizadas para a análise dos dados com 

o algoritmo foram as mesmas utilizadas para determinar as populações na análise por 

citometria. 

 

3.22 Análise Estatística 

 

Para a realização da análise estatística utilizou-se o programa GraphPad Prism 7.0. Os 

dados foram expressos a partir da média ± erro padrão da média e os resultados comparados 

usando-se análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparar os dados 

entre os diferentes grupos experimentais. Para dados não paramétricos, foi realizado o teste T 

Student, seguido do teste de Mann Whitney. Foram considerados valores estatisticamente 

significativos aqueles a partir do p<0,05. 
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4. Conclusões  

 

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que, as alterações de ganho de peso 

e de melhora na sensibilidade à insulina observadas pós-infecção por YP estejam relacionadas 

a alterações na microbiota intestinal induzidas pela infecção. Entretanto, diferente do que 

hipotetizamos, a contribuição da microbiota para este efeito não é mediada pela produção de 

SCFA ou sua sinalização via GPR43. Desta forma, buscamos inicialmente compreender e 

analisar outros aspectos que são modificados pós-infecção por YP e que pudessem estar 

relacionados a melhora na sensibilidade a insulina.  

 Para tanto, buscamos induzir a reversão da inflamação no linfonodo mesentérico e a 

induzir o retorno da resposta imune canônica no MAT a partir da recuperação da reposta de 

perfil do tipo 2. Entretanto, diferente do que hipotetizamos, a inibição do NLRP3 através do 

uso da glibenclamida não possibilitou a diminuição do infiltrado inflamatório no linfonodo 

mesentérico, assim como também não apresentou grande interferência sob a melhora na 

sensibilidade a insulina. Ademais, concluímos que os animais pós-infecção por YP apresentam 

resistência ao retorno da resposta imune canônica no MAT, visto que as estratégias utilizadas 

para tal falharam nesta indução, mesmo sendo capazes de induzir a perda da sensibilidade à 

insulina adquirida após a infecção por YP.  

Em relação a influência dos linfócitos B no MAT sobre a síndrome metabólica não 

clássica, concluímos que de fato os linfócitos B parecem ter influência na vantagem da melhora 

da resposta a insulina adquirida após a infecção por YP, já que a ausência destas células está 

relacionada ao aumento da resistência à insulina. 

 Além disto, concluímos que as alterações observadas pós-infecção por Yp não estão 

restritas a “cicatriz imunológica”, a resposta à insulina, e a modificações no tráfego e absorção 

de lipídeos provenientes da dieta, mas que em última estância estão intimamente relacionadas 

a predisposição ao desenvolvimento de aterosclerose. 
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