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RESUMO 

 

A infecção por Y. pseudotuberculosis é a causa de doenças intestinais e extraintestinais. A 

resolução da infecção está relacionada com a ativação de células Th1. Macrófagos e células 

dendríticas são capazes de orientar a resposta imune adaptativa através da produção de citocinas 

e apresentação de antígenos às células T. Estas células metabolizam L-arginina por duas vias, 

utilizando as enzimas iNOS ou arginase. O metabolismo de L-arginina é um importante 

parâmetro para discriminar o estado de ativação destas células. O objetivo deste estudo foi 

verificar a influência da infecção por Y. pseudotuberculosis sobre o comportamento de 

macrófagos e células dendríticas de camundongos resistentes (C57BL/6) e suscetíveis 

(BALB/c). Macrófagos peritoneais e células dendríticas esplênicas foram obtidos em 12 horas, 

1º, 3º e 5º dias pós-infecção, cultivados, e foi determinada a produção de NO, atividade da 

arginase, produção de citocinas e capacidade imunoestimulatória destas células. Durante a 

infecção, macrófagos e células dendríticas de camundongos C57BL/6 infectados produziram 

quantidade maiores de NO, IL-12 e TNF-�, enquanto as células de camundongos BALB/c 

infectados apresentaram maior atividade da arginase e produção de IL-10. A infecção provocou 

uma diminuição na capacidade de estimulação de macrófagos e células dendríticas, com menor 

proliferação de células T nos camundongos BALB/c. Estes resultados sugerem que os 

mecanismos responsáveis pela resistência e suscetibilidade à infecção podem estar relacionados 

com diferenças no estado de ativação de macrófagos e células dendríticas. 

 

Palavras chaves: Yersinia pseudotuberculosis, macrófagos, células dendríticas, óxido nítrico, 

arginase, citocinas, ativação de célula T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                
 

ABSTRACT 

 

Y. pseudotuberculosis infection is the cause of intestinal or extraintestinal diseases. The 

resolution of infection is connected with activation of Th1 cells. Macrophages and dendritic 

cells are able to orient the adaptive immune response through the production of cytokines and 

antigen presentation to T-cells. These cells metabolize L-arginine by two pathways, using the 

iNOS or arginase enzymes. L-arginine metabolism is an important parameter to discriminate 

the activate state of these cells. The objective of this study was to verify the influence of Y. 

pseudotuberculosis infection on the behavior of macrophages and dendritic cells from 

susceptible (BALB/c) and resistant (C57BL/6) mice. Peritoneal macrophages and splenic 

dendritic cells were obtained on the 12 h, 1st, 3rd, 5th day post-infection, cultured, and the NO 

production, arginase activity, cytokines production and immunostimulatory capacity of these 

cells was determined. During the infection, macrophages and dendritic cells from infected 

C57BL/6 mice produced higher amounts of NO, IL-12 and TNF-�, while the cells from 

infected BALB/c mice presented higher arginase activity and IL-10 production. The infection 

leads to a decrease in the immunostimulatory capacity of macrophages and dendritic cells, with 

T-cell proliferation smaller in the BALB/c mice. These results suggest that mechanisms 

responsible for the resistance and susceptibility to infection may be connect with differences in 

the activation state of macrophages and dendritic cells. 

 

Keywords: Yersinia Pseudotuberculosis, macrophages, dendritic cell, nitric oxide, arginase, 

cytokines, T-cell activation 
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

O gênero Yersinia, pertencente à família Enterobacteriaceae, é constituído por cocos 

Gram-negativos, não esporulados, oxidase negativos e anaeróbios facultativos. São 

predominantemente extracelulares (ROSQVIST et al., 1988; SIMONET et al., 1990), sendo que 

três espécies são patogênicas para o homem, Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica 

(NAKTIN e BEAVIS, 1999). 

Y. pestis é responsável pelo desenvolvimento da peste bulbônica, uma doença sistêmica 

fatal (CARNIEL, 2002). Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica causam desordens 

gastrintestinais. A ingestão dessas bactérias através de água ou alimentos contaminados 

desencadeia enterites e linfadenites, geralmente autolimitadas no homem (BOTTONE, 1999). 

Em pacientes com hemocromatose e imunodeprimidos, a Yersinia pode disseminar-se 

sistemicamente, sendo fatal em 70% dos casos (ABBOTT et al., 1986). 

As três espécies possuem tropismo por tecidos linfóides, além de habilidades para 

proliferação extracelular e escape da resposta imune. Essa evasão dos mecanismos de defesa 

imune deve-se à capacidade da bactéria de destruir células fagocíticas, suprimir produção de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, e inibir a ativação da resposta imune adaptativa 

(NAVARRO et al., 2005). 

Assim como outras enterobactérias, a Yersinia apresenta vários fatores de virulência, 

que contribuem para a evasão dos mecanismos de defesa do hospedeiro, sobrevivência e 

disseminação no organismo. Esses fatores de virulência codificados por genes cromossomais 

(inv, ail, yst, irp2 e myf) e por genes plasmideais (yadA e yop) promovem sua invasão e 

paralisam especialmente as funções do sistema complemento e a fagocitose (WUORELA e 

GRANFORS, 1998; CARNIEL, 2002).  

Todas as cepas patogênicas albergam um plasmídeo de 70-kb, chamado pYV (Yop 

virulon), que é essencial para a virulência bacteriana (CORNELIS et al., 1998; HARTLAND e 

ROBINS-BROWNE, 1998), e permite que a mesma estabeleça seu nicho ecológico 

extracelularmente ou no interior de macrófagos (BOTTONE, 1997). 

Este plasmídeo codifica um sofisticado sistema de secreção do tipo III (TTSS), a 

proteína YadA, numerosas proteínas denominadas Yops e o antígeno V (LcrV) (PERRY e 

FETHERSTON, 1997; CORNELIS et al, 1998).  
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 O TTSS é responsável por “ejetar” as proteínas efetoras intracelulares do citoplasma da 

bactéria para o citosol do hospedeiro. No interior da célula hospedeira, as Yops efetoras 

interferem com as vias de sinalização envolvidas na regulação do citoesqueleto de actina, 

fagocitose, apoptose e resposta inflamatória (NAVARRO et al., 2005). 

A proteína YadA é uma adesina não fimbrial que possue além da função na adesão 

celular, capacidade de proteger o patógeno contra a resposta imune humoral, bem como contra 

defensinas e lise por proteínas do sistema complemente (HEESEMANN et al., 2006). 

O LcrV é secretado no meio extracelular, onde atua inibindo a inflamação, através da 

interação com o receptor Toll-like do tipo 2, sendo que sua atividade imunomodulatória está 

associada à supressão de fator de necrose tumoral-� (TNF-�), interferon-� (IFN-�) e indução de 

interleucina-10 (IL-10) (BRUBAKER, 2003). 

As Yops (“Yersinia outer proteins”), um conjunto de onze proteínas, desempenham uma 

função central na virulência por permitir à bactéria evadir-se da fagocitose, inibir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias e desencadear a apoptose de fagócitos (HARTLAND e ROBINS-

BROWNE, 1998; CORNELIS, 2002). São sintetizadas em meio deficiente de cálcio e na fase 

exponencial de crescimento a 37°C, sendo, portanto, reguladas por estímulos extracelulares de 

cálcio e de temperatura (BOTTONE, 1997).  

A principal função das Yops é inibir a resposta imune do hospedeiro (TRÜLZSCH et 

al., 2005), sendo que 6 diferentes Yops são efetoras intracelulares, YopH, YpkA (chamada de 

YopO em Y. enterocolitica), YopT, YopE, YopM e YopJ (chamada de YopP em Y. 

enterocolitica) (NAVARRO et al., 2005). 

Ao menos 4 Yops (YopH, YopE, YopT, YpkA/YopO) estão envolvidas com a inibição 

da fagocitose, por causar disfunções no citoesqueleto de leucócitos polimorfonucleares 

(BLISKA e BLACK, 1995; GROSDENT et al., 2002). YopH e YopE suprimem a produção de 

espécies reativas de oxigênio por inibir o “burst oxidativo” (BLISKA e BLACK, 1995), e 

também estão associadas à inibição da capacidade fagocítica de células dendríticas (ADKINS et 

al., 2007). YopM está associada com a depleção de células “natural killer” (NK) e modulação 

da expressão gênica das células infectadas do hospedeiro (SKRZYPEK et al., 2003). Por fim, a 

YopJ/YopP inibe o recrutamento de polimorfonucleares para os sítios de infecção 

(DENECKER et al., 2002), induz apoptose em macrófagos (MILLS et al., 1997; MONACK et 

al., 1998) e diminui a imunoestimulação das células dendríticas, suprimindo a expressão de 

moléculas de superfície, fundamentais na apresentação do antígeno às células T (SCHOPPET et 

al., 2000). 
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Estudos realizados in vitro, evidenciaram a capacidade de Y. enterocolitica em induzir 

apoptose também em células dendríticas, indicando a YopP como importante fator de indução 

dessas mortes (ERFURTH et al., 2004).  

Kramer e Wiedig (2005), em estudo in vitro com uma amostra selvagem (portadora do 

plasmídeo de virulência) e uma amostra mutante para YopP de Y. enterocolitica, concluíram 

que a porcentagem de células dendríticas mortas após as distintas infecções, foi 50% maior nos 

animais inoculados com a bactéria selvagem, ou seja, aquela portadora do gene para expressão 

de YopP, indicando o papel dessa proteína na indução da apoptose 

O modelo murino de yersiniose estabelecido por Carter e Collins (1975), ainda é o mais 

conveniente e amplamente utilizado para a investigação das interações desta bactéria com o 

hospedeiro, sendo o que mais se assemelha à infecção ocorrida em humanos. 

Na evolução da infecção causada por Y. pseudotuberculosis, o microrganismo adquirido 

por via oral é capturado pelas células M, localizadas no epitélio intestinal associado ao folículo 

(FAE) e especializadas na defesa contra patógenos. Após algumas horas, a Yersinia coloniza 

folículos linfóides conhecidos como Placas de Peyer (PP), podendo expandir-se para os 

linfonodos mesentéricos (MLN) (AUTENRIETH e FIRSHING, 1996). As cepas virulentas 

proliferam no tecido linfóide associado ao intestino e lâmina própria, onde causam destruição 

tecidual localizada, com formação de micro abscessos (ROBINS-BROWNE et al., 1985; 

TZIPORI et al., 1987). A bactéria pode também disseminar-se para o baço e fígado, causando 

infecção sistêmica, e podendo levar à morte do animal (MECSAS et al., 2001). 

Cepas virulentas de Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica são usualmente 

encontradas na forma de agregados bacterianos extracelulares, em tecidos linfóides de animais 

infectados por mais de 12 horas. Cepas curadas do plasmídeo de virulência são capazes de 

colonizar transitoriamente os linfonodos mesentéricos e os baços dos animais, entre uma a 48 

horas após a infecção oral, sendo posteriormente contidas em granulomas e eliminadas 

(ROBINS-BROWNE et al., 1985; LIAN et al., 1987). 

Estudos recentes demonstram que a colonização do baço e fígado pode ocorrer antes da 

replicação nos tecidos linfóides intestinais, indicando que a infecção hepatoesplênica não 

requer, necessariamente, a disseminação prévia da bactéria para PP e MLN (BARNES et al., 

2006). 

Experimentos com camundongos infectados com diferentes amostras de Y. 

pseudotuberculosis, selvagem e mutantes com deleção no gene para produção de YopH e 

YopE, reafirmaram a capacidade do microrganismo de produzir infecção em sítios sistêmicos. 

Entretanto, os resultados mostraram que as cepas mutantes não foram capazes de colonizar o 
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baço e fígado, ou seja, promover infecção sistêmica, sugerindo a importância desses fatores de 

virulência na disseminação do patógeno e evasão da resposta imune do hospedeiro (LOGSDON 

e MECSAS, 2006). 

O controle da infecção por Yersinia enteropatogênica inicia-se com a primeira linha de 

defesa do sistema imune, envolvendo recrutamento de leucócitos polimorfonucleares, 

macrófagos e células NK (LIAN et al., 1987; AUTENRIETH et al., 1996; KERSCHEN et al., 

2004). Subseqüentemente, uma importante resposta imune adaptativa é requerida para combater 

a infecção (VOGEL et al., 1993; IGWE et al., 1999), sendo que a sua resolução está associada à 

ativação de células Th1 (AUTENRIETH e HEESEMANN, 1992; AUTENRIETH et al., 1996). 

Desse modo, o balanço entre as citocinas produzidas por células Th1 e Th2 pode alterar 

a evolução da infecção. As respostas induzidas por células Th1 são importantes para eliminação 

da Yersinia, mediando a recuperação e imunidade à bactéria; em oposição, as respostas 

mediadas por células Th2 estão relacionadas com a suscetibilidade à infecção (AUTENRIETH 

et al., 1994; BOHN e AUTENRIETH, 1996). 

As células Th1 secretam IFN-�, IL-2 e TNF-�, sendo responsáveis pela geração de uma 

resposta imune celular, incluindo a ativação de macrófagos. As células Th2 produzem IL-4, IL-

5, IL-6, IL-10 e IL-13, desencadeiam uma resposta imune humoral, ativação de eosinófilos e 

propriedades antiinflamatórias (MUNDER et al., 1999). 

Diferentes linhagens de camundongos desenvolvem respostas distintas na presença de 

microrganismos patogênicos. Camundongos C57BL/6 apresentam um fenótipo de resistência 

frente à infecção por Yersinia, onde se observa produção de elevados níveis de IFN-�. Em 

contraste, camundongos BALB/c exibem um perfil de suscetibilidade, com produção elevada 

de IL-4 (BOHN e AUTENRIETH, 1996). 

Algumas citocinas, especialmente a IL-10, podem regular negativamente a resposta 

inflamatória. Durante a yersiniose em camundongos BALB/c, a IL-10 parece agir 

antagonicamente à IL-12 (BOHN e AUTENRIETH, 1996). 

A modulação das respostas Th1 e Th2 está diretamente relacionada com o 

reconhecimento e apresentação dos antígenos pelas células apresentadoras de antígenos 

(APCs), que induzem a diferenciação dos linfócitos, dependendo do tipo de citocina secretada 

(BRONTE e ZANOVELO, 2005). 

Desse modo, através da apresentação de antígenos às células T e produção de diversas 

moléculas, macrófagos e células dendríticas orientam a resposta imune adaptativa, conduzindo 

para expansão e diferenciação de linfócitos específicos (BRONTE e ZANOVELO, 2005). 
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Os macrófagos, células do sistema fagocítico mononuclear, são caracterizados por 

fenótipo heterogêneo, conseqüência de ampla distribuição tecidual, diferenciação celular 

variada, resultante de adaptações aos microambientes onde residem, e responsividade a muitos 

estímulos endógenos e exógenos (GORDON, 2003). 

São células essenciais na defesa do hospedeiro (NATHAN e HIBBS, 1991), 

responsáveis por iniciar a resposta imune inata contra microrganismos, através do 

reconhecimento de produtos microbianos denominados PAMPs (padrões moleculares 

associados ao patógeno) que interagem com receptores específicos para componentes 

bacterianos, como os “Toll Like Receptors” (TLR) (TAYLOR et al., 2005). Os TLRs são 

receptores ancestrais que conferem especificidade ao sistema imune inato (MEDZHITOV e 

JANEWAY, 1997).  

Antígenos microbianos, produtos tumorais, células T efetoras Th1 e Th2 e seus produtos 

secretados, influenciam a heterogeneidade e o estado de ativação das populações de macrófagos 

(MUNDER et al., 1998). Dependendo do padrão de ativação, alguns autores se referem aos 

macrófagos como células M1 ou M2.  

A ativação “clássica” pode ocorrer em presença de citocinas (IFN-�, TNF-�), após o 

reconhecimento de PAMPs (LPS, lipoproteínas, etc.), ou através de sinais endógenos (proteínas 

de choque térmico, etc.). Macrófagos ativados pela via clássica, chamados M1, em geral 

produzem níveis elevados de IL-12 e baixos níveis de IL-10, participando como indutores e 

efetores de resposta imune Th1. Estas células apresentam ainda atividades citotóxicas, resultado 

de sua capacidade de secretar espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (óxido nítrico, 

peroxinitrito, peróxido de hidrogênio e superóxido) e pró-inflamatórias, com liberação de 

citocinas TNF, IL-1 e IL-6 (MANTOVANI et al., 2004).  

A persistência do processo inflamatório frequentemente resulta em danos teciduais e ao 

DNA, podendo contribuir para o desenvolvimento de câncer (DE VISSER et al., 2006). Por 

essa razão, no decorrer da resposta imune, a inflamação deve ser combatida através do 

desenvolvimento de mecanismos antiinflamatórios (RAUH et al., 2005).  

Mediadores distintos foram reportados como inibidores do desenvolvimento de células 

M1, atribuindo propriedades antiinflamatórias aos macrófagos, os quais são coletivamente 

designados M2, provenientes de uma ativação “alternativa”. Células M2 referem-se a várias 

formas de ativação de macrófagos, incluindo aquelas após exposição a IL-4 e IL-13, e também 

a complexos imunes, IL-10 ou glicocorticóides (GORDON, 2003). Geralmente, células M2 

produzem níveis reduzidos de citocinas inflamatórias, secretam moléculas anti-inflamatórias, 

como IL-10 e TGF-�, e induzem resposta imune Th2 (MANTOVANI et al., 2004). 
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A presença de macrófagos com fenótipo M2 em indivíduos saudáveis (na placenta, 

pulmões e sítios imunes) bem como em doenças inflamatórias crônicas (artrite reumatóide, 

aterosclerose), sugere que essas células exercem proteção contra danos da resposta imune, 

devido à elevada produção de fatores envolvidos na remodelação tecidual, aumento da 

atividade de fibroblastos (SONG et al., 2000) e promoção de angiogênese (KODELJA et al., 

1997). 

A principal via efetora de macrófagos é mediada por produção de óxido nítrico (NO) 

através da enzima “inducible NO synthase” (iNOS), usando L-arginina como substrato. A via 

metabólica alternativa utiliza arginase para converter L-arginina em L-ornitina, tendo como 

produto final uréia (MUNDER et al., 1999). 

A iNOS é pertencente à uma família de enzimas conhecidas como NOS. Três isoformas 

distintas de NOS foram descritas como produto de três diferentes genes, apresentando 

diferenças na localização intracelular, regulação e propriedades catalíticas. NOS1 (também 

denominada nNOS) é prevalente em neurônios; NOS2 (conhecida com iNOS) está presente em 

várias células do sistema imune; e NOS3 (também chamada eNOS) é encontrada em células 

endoteliais (BRONTE e ZANOVELO, 2005). 

Anfíbios e mamíferos expressam duas isoformas de arginase, I e II. Ambas isoformas 

catalisam a mesma reação, com uréia como produto final. Contudo, são codificadas por 

diferentes genes, além de possuírem diferentes distribuições celulares (JENKINSON et al., 

1996). Arginase I é uma enzima citosólica, expressa exclusivamente no fígado (KANYO et al., 

1996). Arginase II é mitocondrial, distribuída em vários tecidos, principalmente rim, glândulas 

mamárias, próstata, intestino e cérebro (JENKINSON et al., 1996). 

A regulação do balanço iNOS/arginase por mediadores Th1, como IFN-� e LPS, e por 

citocinas Th2, como IL-4 e IL-13, sugere que a análise do nível de NO e atividade da arginase 

em populações distintas de macrófagos refletem seu estado de ativação (BRONTE e 

ZANOVELLO, 2005). Contudo, LPS, comumente conhecido como indutor de citocinas Th1, 

pode ativar a expressão de ambos, arginase e iNOS, em macrófagos e outras células imunes 

(MILLS et al., 2000; BRONTE et al., 2003). 

Ao contrário da iNOS, pouco é conhecido sobre a regulação e função das arginases no 

sistema imune. Acredita-se que a arginase participe da regulação da síntese de NO por 

competição pelo substrato. Outras funções incluem envolvimento em processos de reparação e 

remodelação tecidual e ações antiinflamatórias (JENKINSON et al., 1996). 

As células dendríticas são outro grupo de APCs, encontradas em quase todos os tecidos 

periféricos, bem como em órgãos linfóides primários (timo e medula óssea) e secundários 
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(linfonodos, PP e baço) (GUERMONPREZ et al., 2002). Desempenham papéis importantes em 

toda a resposta imune, tanto na imunidade inata quanto na adaptativa, como liberação de IFNs 

do tipo I no combate à invasão e replicação viral, regulação da resposta Th e apresentação de 

antígenos às células T (PULENDRAN, 2005). 

As células dendríticas humanas são leucócitos derivados de células progenitoras da 

medula óssea, originadas de 2 linhagens, mielóide e linfóide (BANCHEREAU et al., 2000; 

SHORTMAN e LIU, 2002). Células dendríticas derivadas de linhagens distintas diferem na sua 

distribuição tecidual, produção de citocinas e condições de crescimento (ADAMS et al., 2005). 

A linhagem mielóide, caracterizada por expressar CD11c e pouco CD123, dá origem às 

DCs convencionais ou “mielóides”, compostas por: células de Langerhans (LCs), células 

dendríticas intersticiais (IDCs) e células dendríticas derivadas de monócitos (moDCs) 

(SZABOLCS et al., 1996; GATTI et al., 2000). As moDCs podem ser encontradas em órgãos 

linfóides periféricos e na circulação sangüínea,  onde produzem grandes quantidades de TNF-� 

em resposta a patógenos e outras causas de inflamação (ROSSI e YOUNG, 2005).  

As LCs e IDCs estão distribuídas em locais do organismo onde ocorre o primeiro 

encontro do antígeno com os mecanismos efetores do sistema imune. Assim, as LCs estão 

presentes na superfície epitelial da pele e mucosas, e as IDCs nos tecidos subpiteliais da derme 

e interstício de órgãos sólidos (ROSSI e YOUNG, 2005). 

Células dendríticas “mielóides” são ainda subdivididas em sub-populações, porém 

informações precisas sobre as funções de cada sub-população são obscuras (HEATH et al., 

2004). No baço murino duas principais populações de células dendríticas podem ser 

encontradas, CD11c+ CD8-�+ e CD11c+ CD11b+. As distintas sub-populações diferem na 

produção de citocinas, sendo que células CD11b+ secretam maiores quantidades de IL-12 

(MALDONADO-LOPEZ et al., 2001), capacidade de capturar células apoptóticas e 

apresentação cruzada de antígenos, onde peptídeos derivados de antígenos exógenos associam-

se a moléculas de MHC de classe I (JUNG et al., 2002; HEATH et al., 2004).  

A linhagem linfóide, por sua vez, é precursora das células dendríticas plasmocitóides, 

reconhecidas por serem CD11c- e possuírem elevada expressão de CD123 (GROUARD et al., 

1997).  Células dendríticas plasmocitóides são células importantes na imunidade inata antiviral 

e na autoimunidade. Encontradas no sangue e órgãos linfóides, são células produtoras de IFNs 

� e podem estar associadas a respostas imunes anti-tumorais (ADAMS et al., 2005). 

Quando expostas aos produtos microbianos, as células dendríticas sofrem maturação e 

migram para órgãos linfóides secundários, locais de ativação de células T (NIESS e 

REINECKER, 2006).  
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Células dendríticas utilizam diversos mecanismos para capturar os antígenos: 

fagocitose, endocitose, pinocitose e interação com receptores específicos. As proteínas dos 

antígenos são processadas em peptídeos e apresentadas na superfície celular ligadas a moléculas 

do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I ou II, onde serão 

reconhecidas por células T antígeno-específicas (ADAMS et al., 2005). Antígenos adquiridos 

no ambiente extracelular são tipicamente processados e apresentados associados às moléculas 

de MHC de classe II, enquanto moléculas de MHC de classe I associam-se a antígenos 

presentes no compartimento citosólico (GUERMONPREZ et al., 2003; HOUDE et al., 2003; 

ACKERMAN et al., 2005). 

O processo de maturação das DCs estimula numerosas propriedades imunogênicas, 

como expressão de moléculas co-estimuladoras, secreção de citocinas e apresentação de 

antígenos (SCANDELLA et al., 2002; MAILLIARD et al., 2004), que maximizam sua 

habilidade em produzir ativação e proliferação de linfócitos T (GRANUCCI et al., 2005). Em 

contraste, na ausência de inflamação, as células mantêm-se no estágio imaturo, não sendo 

capazes de ativar efetivamente as células T, promovendo a proliferação abortiva ou anergia dos 

linfócitos T, mecanismo responsável pelo estabelecimento da tolerância periférica 

(STEINMAN et al., 2003). 

Produtos microbianos constituem uma forma fisiológica de ativação das células 

dendríticas mielóides e plasmocitóides (JARROSSAY et al., 2001; KADOWAKI et al., 2001). 

Assim como os macrófagos, as células dendríticas expressam receptores de reconhecimento de 

padrões que interagem com produtos microbianos e moléculas do tecido hospedeiro lesado 

(ROSSI e YOUNG, 2005). Dentre esses receptores estão os TRLs (QI et al., 2003). A interação 

com os diferentes ligantes de TLRs, estimula a maturação das células dendríticas e induz a 

secreção de citocinas, modulando o balanço Th1/Th2 de acordo com as interações microbianas 

(REIS E SOUSA et al., 1999; MOSER e MURPHY, 2000). Tal indução é conduzida, pelo 

menos em parte, pela secreção de IL-10 ou IL-12 (LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001), 

sendo que IL-10 estimula respostas Th2 e IL-12 induz células Th1, produtoras de IFN- � 

(TRINCHIERI, 1995). 

Outro grupo de receptores de reconhecimento de padrões expressos por células 

dendríticas, é constituído pelos receptores de lectina tipo C, os quais interagem com 

carboidratos de glicoproteínas de antígenos próprios e alguns patógenos, que exploram essa 

interação para evadir da ativação imune. Células dendríticas residentes ou não ativadas 

expressam estes receptores, enquanto células dendríticas ativadas e maduras têm baixa 

expressão de receptores de lectina tipo C (EBNER et al., 2004). 



                                                                                                                                                     23                    
 

Desse modo, TLRs e receptores de lectina tipo C trabalham para balancear tolerância 

imunológica e ativação celular (HAWIGER et al., 2001; LIU et al., 2002).  

Células dendríticas murinas, seguindo o exemplo dos macrófagos, são capazes de 

metabolizar arginina através de duas vias, envolvendo as enzimas iNOS ou arginase 

(MUNDER et al., 1999), sendo que a produção de NO a partir de arginina, catalisada pela 

enzima iNOS, é uma das importantes vias efetoras utilizadas pelo sistema imune (KRO¨NCKE 

et al., 1995; ADLER et al., 1997).  

Estudos de Munder et al. (1999), demonstraram que citocinas produzidas por células 

Th1 e Th2 influenciam o balanço do metabolismo de arginina pelas diferentes vias. Observou-

se que a atividade da arginase foi aumentada por citocinas Th2 (IL-4, IL-10), enquanto 

citocinas Th1 induziram iNOS.  

Estudos prévios indicam que a infecção por Yersinia pode ter como alvo macrófagos e 

células dendríticas, o que contribuiria para uma diminuição dos mecanismos efetores do sistema 

imune contra a bactéria. Macrófagos infectados por Yersinia apresentam uma diminuição na 

produção de espécies reativas de oxigênio (BLISKA e BLACK, 1995) e de TNF-� em cultura 

(PALMER et al., 1998). Além disso, foi observado que a infecção ocasionada por esta bactéria 

também determina a apoptose dos macrófagos (MILLS et al., 1997; MONACK et al., 1998). 

Pesquisas demonstraram que a infecção “in vitro” de células dendríticas humanas com 

Y. enterocolitica determina uma regulação negativa transitória das moléculas de classe II do 

MHC e de moléculas CD80, acompanhada por uma capacidade diminuída de ativação de célula 

T (SCHOPPET et al., 2000). Posteriormente, Erfuth et al. (2004), utilizando um modelo de 

infecção “in vitro”, demonstraram que Y. enterocolitica pode afetar várias funções importantes 

de células dendríticas de camundongos, incluindo maturação e produção de citocinas, além de 

induzir a apoptose.  

Estudos adicionais são necessários para esclarecer os mecanismos de produção de IL-10 

e IL-12 na yersiniose, e se as diferenças nos padrões de ativação de macrófagos e células 

dendríticas podem influenciar na suscetibilidade e resistência à infecção com amostras 

patogênicas de Yersinia.  

O presente trabalho analisou o papel de macrófagos e células dendríticas na evolução da 

infecção por Y. pseudotuberculosis, em camundongos suscetíveis e resistentes.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Verificar a influência da infecção por Y. pseudotuberculosis sobre o comportamento de 

macrófagos e células dendríticas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Verificar a via de metabolização da arginina utilizada por macrófagos e células 

dendríticas de animais infectados. 

- Analisar a secreção de citocinas (IL-12, IL-10, TNF-�, TGF-�) por macrófagos. 

- Analisar a secreção de citocinas (IL-4, IL-12, IL-10, TNF-�) por células dendríticas. 

- Investigar a capacidade de apresentação de antígenos de macrófagos e células 

dendríticas dos animais infectados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizadas fêmeas de camundongos BALB/c e C57BL/6, SPF (“Specif Pathogen 

Free”), com idade entre 6 e 8 semanas, adquiridas do Centro de Bioterismo da Universidade 

Estadual de Campinas (CEMIB – UNICAMP). 

Após a retirada das condições originais (SPF), os animais foram transportados em mini-

isoladores e alojados no Biotério do Departamento de Ciências Biológicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade Estadual Paulista, onde foram mantidos em isoladores, 

com acesso à ração e água esterilizadas em autoclave a 120°C por 15 minutos. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Araraquara, Unesp, parecer nº35/2006. 

 

3.2 Amostra bacteriana 

 

Yersinia pseudotuberculosis YpIII pIB1, portadora de plasmídeo de virulência. A 

amostra foi cedida gentilmente pelo Dr. Hans Wolf-Watz do Departamento de Biologia Celular 

e Molecular da Universidade de Umea, Suécia, e estocada a -80ºC, em TSB (Triptic Soy Broth) 

e glicerol. 

 

3.3 Infecção experimental dos animais 

 

3.3.1 Reativação da amostra de Yersinia pseudotuberculosis 

Previamente à inoculação dos animais, a amostra bacteriana foi reativada através da 

passagem em camundongos. 

Para tanto, uma alçada da amostra em estoque foi semeada em meio TSB, incubada a 

25°C por 24 horas e, posteriormente, plaqueada em meio BAB (“Blood Agar Base”) e 

incubada novamente a 25°C durante 48 horas, para a obtenção de crescimento bacteriano e 

preparo de uma suspensão contendo 1010 UFC/mL, padronizada em escala 3 de Mac Farland e 

apresentando densidade ótica igual a 0,36 em 550 nm, ajustada com auxílio de 

espectrofotômetro (DuR 530 Life Science UV/Vis Spectrophotometer – BECKMAN). A partir 

dessa suspensão, foi preparada a dose (108 UFC/mL ) para inoculação de 2 camundongos por 

via intravenosa com 0,2 mL de suspensão bacteriana. Decorrido um período de 24 horas da 
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inoculação, os animais foram sacrificados, seus baços retirados e macerados em 1 mL de 

solução estéril de NaCl 0,85%. O produto resultante dessa maceração foi semeado em meio de 

cultura BAB e incubado a 25ºC por 48 horas. A partir deste crescimento foi preparado o 

inóculo para os experimentos. 

 

3.3.2 Preparo do inóculo 

Após a reativação da amostra bacteriana, foi preparado o inóculo utilizado na infecção 

dos animais. A partir do crescimento bacteriano, resultante do plaqueamento do baço, 

preparou-se uma diluição em solução estéril de NaCl 0,85%, cuja densidade óptica foi 

ajustada em 0,36 a 550 nm, suficiente para promover um crescimento bacteriano de 1010 

UFC/mL. A partir dessa suspensão “mãe” preparou-se aquela que foi utilizada para inoculação 

dos animais (107 UFC/mL). Para confirmação da dose utilizada no inóculo, 0,1 mL da 

suspensão contendo 104 UFC/mL foi plaqueada em meio de cultura BAB, a fim de se proceder 

a contagem do número de colônias. 

 

3.3.3 Esquema de infecção 

Para realização das análises com macrófagos, lotes de 16 animais por grupo de 

experimento foram infectados com amostra de Yersinia pseudotuberculosis. Nos experimentos 

utilizando células dendríticas, lotes de 30 animais foram infectados com amostra de Yersinia 

pseudotuberculos. Em todos os experimentos manteve-se o mesmo número de animais não 

infectados como controle. 

A inoculação foi realizada por via intragástrica, utilizando-se sonda gástrica de 

polietileno e volume de 0,25 mL de suspensão bacteriana por camundongo. Grupos de animais 

infectados e controles foram sacrificados e o exsudato peritoneal ou os baços foram obtidos (em 

condições assépticas) em 12 horas, 1º, 3º e 5º dias após a infecção, e as respectivas suspensões 

celulares de macrófagos, células dendríticas e linfócitos, preparadas como descrito a seguir. 

 

3.4 Preparo do Antígeno de Yersinia – HKY (“Heat-killed Yersinia”) 

 

A amostra bacteriana foi cultivada como descrito anteriormente, morta pelo calor 

através de incubação a 60°C por 1 hora, coletada por centrifugação, lavada duas vezes com PBS 

(“Phosphate-Buffered Saline”), pH 7,2, e ressuspendida no mesmo. Esta suspensão bacteriana 

foi congelada e posteriormente liofilizada para que, na forma de pó, fosse possível a sua 

utilização na concentração adequada, 10 �g de liofilizado/mL. 
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3.5 Obtenção de macrófagos peritoneais 

 

Camundongos infectados e controles foram previamente inoculados com 3mL de 

Tioglicolato 3% por via intraperitoneal, com a finalidade de estimular os macrófagos desta 

cavidade. Após 3 dias de estímulo, os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e 

posteriormente exposta a cavidade peritoneal. As células peritoneais foram coletadas por meio 

de injeção de 5 mL de PBS, pH 7,2 estéril, gelado, seguido de massagem peritoneal. As células 

obtidas foram então lavadas duas vezes por centrifugação a 200 g por 5 minutos a 4°C, e a 

seguir ressuspendidas em 1 mL de RPMI-1640, para contagem em câmara de Neubauer, 

realizada através da coloração com Líquido de Lazarus.  

Após a contagem, ajustou-se a concentração em 5x106 células/mL e as mesmas foram 

distribuídas em placas de 48 cavidades. As placas, contendo 500 μL de células por cavidade, 

foram incubadas durante 1 hora em estufa a 37ºC, contendo 5% de CO2, para aderência das 

células. As células não aderentes foram removidas por inversão brusca da placa e as aderentes 

foram cultivadas por 48 horas, nas mesmas condições de temperatura, tensão de CO2, e na 

presença de 10 μg/mL de LPS (Escherichia coli O111B4 – Sigma), ou 10 μg/mL de HKY, ou 

mesmo na presença apenas de RPMI-1640. 

O RPMI-1640 utilizado durante todo o processo foi suplementado com L-glutamina 2 

mM, 2-Mercaptoetanol 5x10-2 M, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 �g/mL), e 10% 

de soro fetal bovino (“Fetal Bovine Serum” – FBS), sendo denominado RPMI-1640 

suplementado. 

Após a cultura dos macrófagos, foi realizada centrifugação da placa a 800g por 10 

minutos. Uma alíquota do sobrenadante foi imediatamente utilizado para dosagem de óxido 

nítrico (NO). Outra parte foi coletada e armazenada a -80ºC para posterior determinação das 

citocinas secretadas (IL-12, IL-10, TNF-�, TGF-�), através da técnica de ELISA. Por fim, no 

lisado de macrófagos foi realizada a determinação da atividade da arginase. 

 

3.6 Obtenção e enriquecimento das células dendríticas 

 

Células dendríticas foram obtidas do baço de animais infectados e controles. 

Após o sacrifício dos camundongos em câmara de CO2, os baços foram removidos e 

incubados por 30 minutos em RPMI-1640 suplementado, descrito no item 3.5, contendo 1 

mg/mL de colagenase (tipo IA – Sigma). A seguir, foram macerados para a liberação das 

células. Suspensões celulares constituídas de um “pool" de células de 3 animais foram lavadas 
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duas vezes através de centrifugação a 200 g durante 10 minutos. Os sedimentos foram 

ressuspendidos em 5 mL de cloreto de amônio 0,83% e 1 mL de FBS e deixados em repouso 

por cinco minutos, à temperatura ambiente, a fim de se promover a lise de hemácias. A seguir, 

as células foram lavadas 2 vezes com tampão A (PBS + 5% FSB + 5mM EDTA), através de 

centrifugação a 200 g durante 10 minutos, e ressuspendidas em solução de BSA (densidade de 

1,08 g/mL – Sigma), sendo centrifugadas por 40 minutos, 250 g, 4°C. Após a coleta das células 

da camada intermediária formada, estas foram lavadas, ressuspendidas em tampão A e sua 

concentração foi ajustada para que não excedesse 108 céls/mL. 

As suspensões celulares foram incubadas com Fcblock (BD PharMingen), por 15min, 

4ºC, lavadas e ressuspendidas em tampão A. Em seguida, procedeu-se à purificação das células 

dendríticas utilizando MicroBeads CD11c (Miltenyi Biotec), conforme as instruções do 

fabricante. 

As células dendríticas obtidas foram cultivadas por 48 horas, em estufa a 37ºC, 

contendo 5% de CO2, e na presença de 10 μg/mL de LPS (Escherichia coli O111B4 – Sigma), 

ou 10 μg/mL de HKY, ou mesmo na presença apenas de RPMI-1640. 

Após a cultura, foi realizada centrifugação da placa a 800 g por 10 minutos. Uma 

alíquota do sobrenadante foi imediatamente utilizado para dosagem de óxido nítrico (NO). 

Outra parte foi coletada e armazenada a -80ºC para posterior determinação das citocinas 

secretadas (IL-4, IL-12, IL-10, TNF-�), através da técnica de ELISA. Por fim, no lisado de 

células dendríticas foi realizada a determinação da atividade da arginase. 

 

3.7 Imunofenotipagem de células dendríticas 

 

Para verificação do rendimento após o processo de purificação, as células dendríticas 

foram marcadas por 30 minutos em gelo com anticorpo monoclonal anti-CD11c-FITC (BD 

PharMingen). Da mesma maneira, as células foram marcadas com anti-I-A/I-E-PE (BD 

PharMingen) a fim de se analisar a expressão de moléculas de MHC de classe II, e com anti-

CD11b-PE e anti-CD8-�-PECy7 (BD PharMingen) para determinação das sub-populações.  

Todas as amostras foram analisadas através de citometria de fluxo em Citômetro BD FACS-

Canto (BD Biosciences).  
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3.8 Dosagem de óxido nítrico (NO) 

 

A dosagem de NO foi realizada utilizando-se uma alíquota do sobrenadante de cultura 

de macrófagos e células dendríticas. 

A avaliação foi realizada mensurando-se a concentração de nitrito acumulado (produto 

estável da degradação do NO), com utilização do reagente de Griess, conforme o método de 

Green et al. (1982). Para tal, 50 �L do meio de cultura foi incubado com igual volume de 

reagente de Griess (sulfanilamida 1%, naftilenodiamina dihidrocloro 0,1% em 5% de ácido 

fosfórico) por 10 minutos, à temperatura ambiente. As absorbâncias foram medidas a 550 nm 

em leitor de ELISA (Microplate Reader-Model 550-BIORAD). As concentrações de nitrito 

foram obtidas a partir de uma curva padrão previamente preparada com concentrações molares 

conhecidas de NaNO2. Os valores foram expressos em �mol de NO-
2/2,5x106 células. 

 

3.9 Determinação da atividade da arginase 

 

A mensuração da uréia foi realizada mediante a observação de ocorrência da reação de 

hidrólise de L-arginina pela enzima arginase, em lisado de células (CORRALIZA et al., 1994). 

As células obtidas após a cultura foram lisadas com 100 �L de Triton X-100 0,1%. Após 

30 minutos sobre um agitador, foram adicionados 100�L de Tris-HCl 25 Mm. e 100 �L de 

MnCl2 100 mM, e incubados por 10 minutos a 56ºC, para ativação da enzima. A hidrólise da L-

arginina foi conduzida por incubação de 100 �L do lisado com 100 �L de L-arginina 0,5 M (pH 

9,7) a 37ºC por 60 minutos. A reação foi paralisada com 900 �L de solução de H2SO4 (96%), 

H3PO4 (85%) e H2O, na proporção 1:3:7. A concentração de uréia foi mensurada a 540 nm, 

após adição de 40 �L de �-isonitrosopropiofenona 9% (Sigma), dissolvido em etanol 100%, 

seguido de incubação a 95°C por 30 minutos.  

Uma unidade da atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que 

catalisa a formação de 1 �mol de uréia por minuto. 

 

3.10 Determinação da produção de citocinas por ELISA. 

 

Para o estudo dos efeitos da infecção dos camundongos com Y. pseudotuberculosis 

sobre a secreção de citocinas por macrófagos e células dendríticas, as células foram cultivadas 

como descrito anteriormente e os sobrenadantes coletados após 48 horas de incubação para 

determinação de IL-12 (p70), IL-10, TNF-� e TGF-�, para macrófagos e de IL-4, IL-12 (p70), 
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IL-10, TNF-� para células dendríticas, utilizando kits comerciais (OptEIA ELISA set, BD 

PharMingen).  

As microplacas de poliestireno de 96 cavidades foram adsorvidas com um anticorpo de 

captura de cada respectiva citocina pesquisada e incubadas “overnight” à 4ºC. As placas foram 

lavadas 3 vezes com PBS com 0,05% Tween-20 e bloqueadas com 200 μl de PBS com 10% de 

FBS, pH7,0 à temperatura ambiente por 1 hora, e novamente lavadas 3 vezes. Foram 

adicionados à placa 100 μl de cada citocina padrão ou do sobrenadante teste. As placas foram 

incubadas à temperatura ambiente por 2 horas, e lavadas 5 vezes. Em seguida, foram 

adicionados 100 μl/cavidade do Detector de Trabalho (Anticorpo de Detecção + Reagente 

Enzimático) em cada cavidade. As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 1 hora e 

lavadas 7 vezes. Foram, então, adicionados 100 μl do substrato (10mM de tampão 

citratofosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2 mM de H2O2) em cada 

cavidade. A reação foi interrompida adicionando-se 50 μl de Stop Solution (H2SO4 2N) 

A absorbância foi lida a 450nm em leitor de ELISA (Microplate Reader-Model 550-

BIORAD), e as concentrações das citocinas foram quantificadas utilizando uma curva padrão 

previamente estabelecida com quantidades conhecidas. 

 

3.11 Avaliação da capacidade de apresentação de antígenos dos macrófagos  

 

3.11.1 Imunização de camundongos com KHY para obtenção dos linfócitos T 

antígeno-específicos 

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram inoculados por via intraperitoneal com 10 �g 

de KHY misturados com 1 mg de hidróxido de alumínio em solução salina 0,15 M. Decorridos 

14 dias, os camundongos receberam uma segunda dose de 10 μg do antígeno em solução salina. 

A partir de 7 dias após a 2ª inoculação, os linfócitos T destes animais foram isolados e 

utilizados no co-cultivo com macrófagos e células dendríticas. 

 

3.11.2 Obtenção e enriquecimento dos linfócitos T 

Camundongos imunizados com antígeno de Y. pseudotuberculosis foram sacrificados 

em câmara de CO2. O baço de cada animal foi retirado em condições assépticas e transportado 

para uma placa de Petri pequena, contendo 5 mL de PBS, pH 7,2, gelado. A seguir os baços 

foram macerados cuidadosamente para liberação das células. A suspensão celular obtida foi 

transferida para tubos cônicos de polietileno, graduados, lavada 2 vezes por centrifugação a 200 

g por 10 min. As células foram ressuspendidas em 5 mL de cloreto de amônio 0,83% e 1 mL de 
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FBS e deixadas em repouso por cinco minutos, afim de se promover a lise das hemácias. Foi 

então realizada nova centrifugação, e as células foram ressuspendidas em 5 mL de RPMI-1640 

suplementado, para se efetuar a terceira lavagem.  

Após esta lavagem, os linfócitos T foram purificados utilizando o kit de isolamento Pan 

T Cell (Miltenyi Biotec), de acordo com as instruções do fabricante. 

Os linfócitos T antígeno-específicos serviram como sensores para a eficácia da 

apresentação de antígenos pelos macrófagos e células dendríticas. 

 

3.11.3 Viabilidade dos linfócitos 

A viabilidade dos linfócitos foi avaliada através da técnica de exclusão com Azul 

Trypan 0,2%. Em um volume desta solução foi adicionado um volume da suspensão celular, na 

diluição apropriada, e as células viáveis contadas em Câmara de Neubauer.  

 

3.11.4 Co-cultivo das células apresentadoras de antígeno (macrófagos ou células 

dendríticas) e linfócitos 

Células T provenientes dos animais imunizados com HKY foram colocadas em placas 

de 96 cavidades, na densidade de 5x105 células/cavidade, e co-cultivadas com 2x104 células 

(macrófagos ou células dendríticas)/cavidade  provenientes dos camundongos infectados e 

controles, na presença de 10 �g/mL de antígeno de Yersinia (HKY). Após 4 dias, foi realizada a 

medida da proliferação celular através de um ensaio colorimétrico do MTT [brometo 3-(4,5-

dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazólio], desenvolvido por Mosmann (1983). O MTT (Sigma) 

foi adicionado às culturas, em uma concentração de 5 mg/mL, e incubado por 4 horas 

adicionais. A redução do sal tetrazólio pelas células vivas, forma um produto formazana, 

insolúvel e azul. Posteriormente as placas foram lidas em espectrofotômetro a 540 nm.  

 

3.12 Análise estatística 

 

Os dados foram apresentados como média ± SD e a comparação entre os grupos de 

animais foi realizada através do teste t de Student, utilizando-se o programa Origin 5.0. As 

diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Dosagem de Óxido Nítrico em cultura de macrófagos 

 

A determinação de NO foi realizada em sobrenadante de cultura (48 horas) de 

macrófagos peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. 

pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de 

HKY, LPS, e somente meio RPMI. 

Macrófagos de camundongos C57BL/6 controles estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, produziram quantidade significativamente maior de NO que camundongos BALB/c. 

Nos camundongos C57BL/6 infectados, a produção de NO foi significativamente maior que nos 

camundongos BALB/c durante todo o período de infecção, nos macrófagos estimulados com 

HKY, LPS e sem estímulo (Tabela 1). 

Analisando a produção de NO por camundongos BALB/c no decorrer da infecção, 

observou-se que ocorreu uma diminuição significativa em 12 horas e no 1º dia pós-infecção nos 

macrófagos estimulados com HKY e LPS. No 3º dia pós-infecção, macrófagos apresentaram 

aumento na produção de NO comparado aos resultados do início da cinética, porém a elevação 

foi significativa apenas nas células não estimuladas. No 5º dia pós-infecção, observou-se 

aumento significativo na produção de NO por macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo (Figura 1). 

Nos camundongos C57BL/6, a infecção levou, no 1º dia pós-infecção, à diminuição 

significativa na produção de NO nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo. 

No 3º dia pós-infecção, macrófagos apresentaram aumento na produção de NO, significativo 

apenas nas células não estimuladas, seguido de aumento significativo no 5º dia pós-infecção 

nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo (Figura 1). 

De maneira geral, macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6, apresentaram uma 

diminuição na produção de NO no início da infecção, sendo esta mais acentuada nos 

camundongos  BALB/c. No 3º e 5º dias pós-infecção ocorreu aumento na produção de NO, com 

maior elevação nos camundongos C57BL/6. 
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Figura 1 – Produção de óxido nítrico por macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6

durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos

de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em

triplicata (* p < 0,05). 
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4.2 Determinação da atividade da arginase em lisado de macrófagos 

 

A determinação da atividade da arginase foi realizada em lisado de macrófagos 

peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. pseudotuberculosis, 

e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de HKY, LPS e somente 

meio RPMI. 

Macrófagos de camundongos BALB/c controles, estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, apresentaram atividade de arginase significativamente maior que camundongos 

C57BL/6. Nos camundongos BALB/c infectados, a atividade da arginase foi significativamente 

maior que nos camundongos BALB/c durante todo o período de infecção, exceto em 12 horas 

pós-infecção, nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo (Tabela 2). 

No decorrer da infecção, ocorreu um aumento significativo na atividade da arginase nos 

macrófagos de camundongos BALB/c estimulados com HKY, LPS e sem estímulo, obtidos em 

12 horas e 1° dia pós-infecção. No 3º dia pós-infecção, observou-se uma diminuição na atividade 

da arginase comparado aos resultados anteriores, contudo ainda mantendo-se significativamente 

elevada em relação ao grupo controle. No 5º dia da infecção, macrófagos estimulados com HKY 

não apresentaram alteração significativa na atividade da arginase, enquanto as células 

estimuladas com LPS e sem estímulo mantiveram uma produção significativamente elevada 

(Figura 2). 

De modo semelhante, nos camundongos C57BL/6, a infecção produziu um aumento 

significativo na atividade da arginase nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, obtidos em 12 horas e 1° dia pós-infecção. No 3º dia pós-infecção, observou-se uma 

diminuição na atividade da arginase comparado aos resultados do início da infecção, contudo 

ainda mantendo-se significativamente elevada. No 5º dia pós-infecção, macrófagos estimulados 

com HKY e LPS apresentaram diminuição significativa na atividade da arginase (Figura 2). 

Analisando de maneira geral, macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6, 

apresentaram aumento da atividade da arginase no início da infecção, com maior elevação no 1º 

dia pós-infecção, sendo mais precoce e acentuado nos camundongos BALB/c, seguido de 

progressiva diminuição nos 3º e 5º dias pós-infecção, com atividades significativamente menores 

nos camundongos C57BL/6. 
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Figura 2 – Atividade da enzima arginase em macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6

durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos

de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em

triplicata (* p < 0,05). 
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4.3 Determinação de IL-10 em cultura de macrófagos 

 

A dosagem de IL-10 foi realizada em sobrenadante de cultura (48 horas) de macrófagos 

peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. pseudotuberculosis, 

e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de HKY, LPS, e somente 

meio RPMI. 

Macrófagos de camundongos BALB/c controles estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, produziram quantidade significativamente maior de IL-10 que camundongos C57BL/6, 

resultado reproduzido durante todo o período de infecção (Tabela 3). 

No decorrer da infecção, verificou-se uma elevação significativa na produção de IL-10 

por macrófagos de camundongos BALB/c, observada em 12 horas e 1º dia pós-infecção, com 

maior aumento no 1º dia nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo. A partir 

do 3º dia pós-infecção, a liberação da citocina apresentou queda, sendo que a menor 

concentração significativa foi obtida no 5º dia da infecção, nas células estimuladas com HKY, 

LPS e sem estímulo (Figura 3). 

Analisando a produção de IL-10 pelos macrófagos dos camundongos C57BL/6 

infectados, observou-se que não ocorreu alteração significativa em 12 horas pós-infecção, 

seguido de aumento significativo no 1º dia, nos macrófagos estimulados com HKY e LPS. A 

partir do 3º dia da infecção, verificou-se diminuição na concentração da citocina, com queda 

significativa no 5º dia pós-infecção, nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo 

(Figura 3). 

De modo geral, macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 apresentaram uma 

elevação na produção de IL-10 no início da infecção, mais predominante nos camundongos 

BALB/c, seguido de diminuição no 5º dia pós-infecção, com menores concentrações na 

linhagem C57BL/6. 
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Figura 3 – Produção de IL-10 por macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 durante

infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos de 2

experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em triplicata

(* p < 0,05). 
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4.4 Determinação de IL-12 em cultura de macrófagos 

 

A concentração de IL-12 foi determinada por dosagem da citocina em sobrenadante de 

cultura (48 horas) de macrófagos peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, 

infectados com Y. pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi 

realizada na presença de HKY, LPS, e somente meio RPMI. 

Macrófagos de camundongos C57BL/6 controles estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, produziram quantidade significativamente maior de IL-12 que camundongos BALB/c, 

resultado observado durante todo o período de infecção (Tabela 4). 

Analisando a produção de IL-12 durante a infecção, observou-se comportamento 

semelhante dos macrófagos das duas linhagens quanto à liberação da citocina. 

Em 12 horas após a infecção, não foi constatada alteração significativa nas concentrações 

de IL-12 em ambos os camundongos. Verificou-se diminuição significativa no 1° dia da 

infecção, nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo. As concentrações 

apresentaram aumento significativo no 3º e 5º dias pós-infecção, com maior elevação no último 

dia da cinética, nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo, tanto em 

camundongos BALB/c quanto C57BL/6 (Figura 4). 

Em resumo, macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 apresentaram uma 

diminuição na produção de IL-12 no início da infecção, mais predominante nos camundongos 

BALB/c, seguido de elevação no 3º e 5º dias pós-infecção, com valores mais acentuados para 

linhagem C57BL/6. 
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Figura 4 – Produção de IL-12 por macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 durante

infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos de 2

experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em triplicata

(* p < 0,05). 
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4.5 Determinação de TNF-� em cultura de macrófagos 

 

A determinação da concentração de TNF-� foi realizada em sobrenadante de cultura (48 

horas) de macrófagos peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com 

Y. pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de 

HKY, LPS e somente meio RPMI. 

Macrófagos de camundongos C57BL/6 controles estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, produziram quantidade significativamente maior de TNF-� que camundongos 

BALB/c. O mesmo foi observado durante todo o período de infecção dos camundongos 

infectados (Tabela 5). 

Durante a infecção, macrófagos de camundongos BALB/c estimulados com HKY, LPS e 

sem estímulo, não apresentaram alteração significativa na produção de TNF-� em 12 horas de 

infecção, seguido de diminuição significativa no 1º dia pós-infecção. A partir do 3º dia da 

infecção, verificou-se aumento significativo na concentração da citocina, sendo mais acentuado 

no 5º dia pós-infecção (Figura 5). 

A determinação da concentração de TNF-� por macrófagos de camundongos C57BL/6, 

mostrou uma ligeira elevação no início da infecção, ocorrida apenas nas células estimuladas com 

HKY e LPS. No 1º dia pós-infecção, a liberação da citocina sofreu diminuição significativa, 

tanto nos macrófagos estimulados com HKY e LPS quanto nos sem estímulo. No 3º dia da 

infecção, um aumento significativo nos macrófagos estimulados com HKY e LPS foi observado, 

o qual se acentuou no 5º dia pós-infecção, incluindo a produção por macrófagos não estimulados 

(Figura 5). 

Analisando a produção de TNF-� por macrófagos das duas linhagens de camundongos, 

BALB/c e C57BL/6, observamos que ambos os camundongos apresentaram diminuição 

significativa no 1º dia pós-infecção. A partir do 3º dia da infecção, uma elevação significativa foi 

determinada, contudo com maior produção por camundongos C57BL/6. 
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Figura 5 – Produção de TNF-� por macrófagos de camundongos BALB/C e C57BL/6 durante

infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos de 2

experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em triplicata

(* p < 0,05). 
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4.6 Determinação de TGF-� em cultura de macrófagos 

 

A dosagem de TGF-� foi realizada em sobrenadante de cultura (48 horas) de macrófagos 

peritoneais obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. pseudotuberculosis, 

e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de HKY, LPS e somente 

meio RPMI 

Macrófagos de camundongos BALB/c controles estimulados com HKY, LPS e sem 

estímulo, produziram quantidade significativa de TGF-�, enquanto macrófagos de camundongos 

C57BL/6 controles, não produziram a citocina (Tabela 6). 

A análise da produção de TGF-� por macrófagos de camundongos BALB/c demonstrou 

uma elevação significativa na concentração da citocina durante a infecção, sendo que a partir do 

3º dia começou a ser observada ligeira queda. No 5º dia pós-infecção, a diminuição dos níveis de 

TGF-� se acentuou, apresentando valores semelhantes aos dos animais controles (Figura 6). 

Em macrófagos de camundongos C57BL/6, por sua vez, a liberação de TGF-� foi 

reconhecida apenas em 12 horas e 1º dia pós-infecção, em pequenos níveis comparados ao 

mesmo período da infecção dos camundongos BALB/c (Figura 6). 
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Figura 6 – Produção de TGF-� por macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 durante

infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos de 2

experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em triplicata (*

p < 0,05). 
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4.7 Imunofenotipagem de células dendríticas 

 

Células dendríticas foram obtidas do baço de animais controles (não infectados) e 

infectados, através da metodologia de separação magnética utilizando MicroBeads CD11c, e 

marcadas com anticorpos anti-CD11c-FITC, a fim de se verificar a eficácia da purificação, anti-

I/A-I/E-PE, com objetivo de analisar a expressão de moléculas de MHC de classe II, e com anti-

CD11b-PE e anti-CD8-�-PECy7, para determinação das sub-populações As células foram 

analisadas no citômetro de fluxo. 

Do total de células utilizadas no teste (pool de 6 animais), 50-60% foram identificadas 

como células dendríticas (CD11c+). 

Camundongos controles apresentaram 90% de expressão de MHC de classe II na 

linhagem C57BL/6 e 89% na linhagem BALB/c. A análise da expressão do MHC II na 

superfície das células infectadas mostrou discreta diminuição apenas no 1º dia pós-infecção, com 

87% de expressão nos camundongos C57BL/6 e 85% nos camundongos BALB/c, como ilustrado 

na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Expressão de MHC de classe II na superfície de células dendríticas de camundongos 

controles e infectados. (A – C57BL/6 controle, B – C57BL/6 1º dia pós-infecção, C – BALB/c 

controle, D – BALB/c 1º dia pós-infecção). 
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A determinação das sub-populações de células dendríticas obtidas do baço dos 

camundongos não-infectados (controles), mostrou presença de aproximadamente 68% de células 

CD11b+ e 19% de células CD8-�+ nos camundongos BALB/c, e 70% de células CD11b+ e 17% 

de células CD8-�+ nos camundongos C57BL/6 (Figura 8).  

Não foi observada alteração na composição das sub-populações após a infecção.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Sub-populações de células dendríticas presentes no baço de camundongos BALB/c 

(A) e C57BL/6 (B) não infectados. 
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4.8 Dosagem de Óxido Nítrico em cultura de células dendríticas 

 

A determinação de NO foi realizada em sobrenadante de cultura (48 horas) de células 

dendríticas esplênicas obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. 

pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de 

HKY, LPS, e somente meio RPMI. 

Células dendríticas de camundongos C57BL/6 controles, estimuladas com HKY, LPS, 

produziram quantidade significativamente maior de NO que as células de camundongos 

BALB/c. Nos camundongos C57BL/6 infectados, a produção de NO foi significativamente 

maior que nos camundongos BALB/c durante todo período de infecção, exceto no 1º dia pós-

infecção, quando não foi observada produção de NO por ambas as  linhagens de camundongos 

(Tabela 7). 

Em 12 horas e 1º dia pós-infecção não houve produção de NO por células dendríticas de 

camundongos BALB/c. No 3º dia pós-infecção, a produção de NO determinada foi 

significativamente menor que a obtida nas células dendríticas dos camundongos controles, nas 

células estimulados com HKY e LPS, e ausência de produção nas células não estimuladas. No 5º 

dia pós-infecção, observou-se aumento significativo na produção de NO, nas células estimuladas 

com HKY e LPS (Figura 9). 

Nos camundongos C57BL/6, a infecção provocou diminuição significativa na produção 

de NO em 12 horas pós-infecção, nas células estimuladas com HKY e LPS, e ausência de 

produção nas células sem estímulo. No 1º dia pós-infecção não foi observada produção de NO. 

No 3º dia pós-infecção, células dendríticas de camundongos infectados apresentaram produção 

de NO significativamente menor que a determinada nos camundongos controles, seguida de 

aumento significativo no 5º dia pós-infecção nos macrófagos estimulados com HKY e LPS e 

ausência de produção nas células dendríticas não estimuladas (Figura 9). 

De maneira geral, células dendríticas de camundongos BALB/c e C57BL/6, apresentaram 

ausência ou pequena produção de NO no início da infecção. No 3º pós-infecção, ambas as 

linhagens de camundongos apresentaram produção de NO por células estimuladas com HKY e 

LPS, contudo significativamente menor comparada com a produção dos camundongos controles. 

No 5º dias pós-infecção foi determinado aumento significativo na produção de NO, com maior 

elevação nos camundongos C57BL/6. 
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Figura 9 – Produção de óxido nítrico por células dendríticas de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são 

representativos de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de 

observações em duplicata (* p < 0,05). 
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4.9 Determinação da atividade da arginase em lisado de células dendríticas 

 

A determinação da atividade da arginase foi realizada em lisado de células dendríticas 

esplênicas obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. pseudotuberculosis, 

e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de HKY, LPS e somente 

meio RPMI. 

Células dendríticas de camundongos BALB/c controles, estimuladas com HKY, LPS e 

sem estímulo, apresentaram atividade de arginase significativamente maior que as células de 

camundongos C57BL/6. Durante todo o período da infecção, a atividade da arginase foi 

significativamente maior nos camundongos BALB/c que nos camundongos C57BL/6, exceto no 

3º dia pós-infecção, quando não foi encontrada alteração significativa entre as duas linhagens 

(Tabela 8). 

No decorrer da infecção, ocorreu um aumento significativo na atividade da arginase nas 

células dendríticas de camundongos BALB/c estimulados com HKY, LPS e sem estímulo, 

obtidos em 12 horas e 1° dia pós-infecção. No 3º e 5º dias pós-infecção, observou-se diminuição 

na atividade da arginase comparada aos resultados anteriores, contudo ainda mantendo-se 

significativamente elevada em relação ao grupo controle (Figura 10). 

Resultados semelhantes foram obtidos para os camundongos C57BL/6, onde a infecção 

provocou um aumento significativo na atividade da arginase nas células dendríticas estimuladas 

com HKY, LPS e sem estímulo, obtidos em 12 horas e 1° dia pós-infecção. No 3º e 5º dias pós-

infecção, observou-se uma diminuição na atividade da arginase comparado aos resultados do 1º 

dia pós-infecção, contudo ainda mantendo-se significativamente elevada em relação à atividade 

da enzima obtida nas células dendríticas dos camundongos controles (Figura 10). 

Analisando a atividade da arginase nas duas linhagens de camundongos estudadas, foi 

observado que células dendríticas de ambas, BALB/c e C57BL/6, apresentaram aumento da 

atividade da arginase na início da infecção, com maior elevação no 1º dia pós-infecção, sendo 

mais acentuado nos camundongos BALB/c, seguido de diminuição nos 3º e 5º dias pós-infecção. 
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Figura 10 – Atividade da enzima arginase em células dendríticas de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são 

representativos de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de 

observações em duplicata (* p < 0,05). 
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4.10 Determinação de IL-10 em cultura de células dendríticas 

 

A dosagem de IL-10 foi realizada em sobrenadante de cultura (48 horas) de células 

dendríticas esplênicas obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. 

pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de 

HKY, LPS, e somente meio RPMI. 

Células dendríticas de camundongos BALB/c controles estimuladas com HKY, LPS e 

sem estímulo, produziram quantidade significativamente maior de IL-10 que células de 

camundongos C57BL/6, resultado reproduzido durante todo o período da infecção (Tabela 9). 

Em 12 horas e 1º dia pós-infecção, verificou-se uma elevação significativa na produção 

de IL-10 por células dendríticas de camundongos BALB/c, com maior aumento no 1º dia pós-

infecção nas células dendríticas estimuladas com HKY, LPS e sem estímulo. No 3º e 5º dias pós-

infecção, a produção da citocina apresentou queda, porém mantendo-se significativamente mais 

elevada comparada aos controles, nas células estimuladas com HKY e LPS. Nas células 

dendríticas sem estímulo não foi observada alteração significativa na produção de IL-10, no 3º e 

5º dias pós-infecção (Figura 11). 

A determinação da produção de IL-10 por células dendríticas de camundongos C57BL/6 

infectados, mostrou aumento significativo em 12 horas e 1º dia pós-infecção. A partir do 3º dia 

da infecção, verificou-se diminuição na concentração da citocina, contudo os níveis mantiveram-

se significativamente elevados em relação ao controle, nas células estimuladas com HKY e LPS. 

Nas células dendríticas sem estímulo não foi observada alteração significativa na produção de 

IL-10, no 3º e 5º dias pós-infecção (Figura 11). 

De modo geral, células dendríticas de camundongos BALB/c e C57BL/6 apresentaram 

elevação na produção de IL-10 durante a infecção com Y. pseudotuberculosis, mais 

predominante nos camundongos BALB/c. No 3º e 5º dias pós-infecção, os níveis da citocina 

começaram a diminuir, porém mantendo-se ainda elevados em relação aos controles, em ambas 

as linhagens. 
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Figura 11 – Produção de IL-10 por células dendríticas de camundongos BALB/c e C57BL/6

durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle. Os resultados são representativos

de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em

duplicata (* p < 0,05). 
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4.11 Determinação de IL-12 em cultura de células dendríticas 

 

A concentração de IL-12 foi determinada em sobrenadante de cultura (48 horas) de 

células dendríticas esplências obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. 

pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de 

HKY, LPS, e somente meio RPMI. 

Células dendríticas de camundongos C57BL/6 controles estimuladas com HKY, LPS e 

sem estímulo, produziram quantidade significativamente maior de IL-12 que camundongos 

BALB/c, resultado observado durante todo o período da infecção (Tabela 10). 

Analisando a produção de IL-12 por células dendríticas de camundongos BALB/c, 

observou-se diminuição significativa na liberação da citocina em 12 horas e 1º dia pós-infecção, 

nas células estimuladas com HKY e LPS. Nas células sem estímulo não foi verificada produção 

de IL-12 nesse período. No 3º dia pós-infecção não foi observada alteração significativa na 

produção da citocina, seguido de aumento significativo no 5º dia pós-infecção, nas células 

estimuladas com HKY, LPS (Figura 12). 

Em 12 horas após a infecção, não foi constatada alteração significativa nas concentrações 

de IL-12 nos camundongos C57BL/6. Verificou-se diminuição significativa no 1° dia pós-

infecção, nas células dendríticas estimuladas com HKY, LPS e sem estímulo. As concentrações 

apresentaram aumento significativo no 3º e 5º dias pós-infecção, com maior elevação no último 

dia da infecção, nos macrófagos estimulados com HKY, LPS e sem estímulo (Figura 12). 

De maneira geral, células dendríticas de camundongos BALB/c e C57BL/6 apresentaram 

uma diminuição na produção de IL-12 no início da infecção, mais predominante nos 

camundongos BALB/c, seguido de elevação no 5º dias pós-infecção, com valores mais 

acentuados para linhagem C57BL/6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  6

2 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  

 
 

T
ab

el
a 

10
 –

 P
ro

du
çã

o 
de

 I
L

-1
2 

po
r 

cé
lu

la
s 

de
nd

rí
tic

as
 d

e 
ca

m
un

do
ng

os
 B

A
L

B
/C

 e
 C

57
B

L
/6

 d
ur

an
te

 in
fe

cç
ão

 c
om

 Y
. p

se
ud

ot
ub

er
cu

lo
si

s 

e 
gr

up
o 

co
nt

ro
le

 

 

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 I
L

-1
2 

 (p
g/

m
L

) 

 
 

C
on

tr
ol

e 
12

ho
ra

s 
1º

di
a 

3º
di

a 
5º

di
a 

B
A

L
B

/C
 

H
K

Y
 

20
5,

57
 ±

 8
,3

0�
 

18
5,

44
 ±

 6
,2

0*
�

 
17

0,
10

 ±
 7

,8
5*

�
 

19
5,

77
 ±

 8
,4

6�
 

31
1,

25
 ±

 1
1,

28
*�

 

 
L

PS
 

19
2,

96
 ±

 1
0,

14
�

 
17

5,
80

 ±
 1

1,
46

*�
 

16
5,

77
 ±

 3
,6

7*
�

 
18

7,
93

 ±
 1

1,
56

�
 

27
5,

39
 ±

 2
2,

89
*�

 

 
R

PM
I 

65
,8

2 
± 

3,
47

�
 

0 
0 

65
,9

6 
± 

3,
01

�
 

70
,7

3 
± 

6,
98

 

C
57

B
L

/6
 

H
K

Y
 

28
4,

18
 ±

 1
0,

77
 

26
3,

39
 ±

 1
0,

69
 

22
8,

86
 ±

 1
1,

74
* 

31
2,

99
 ±

 6
,9

9*
 

40
6,

88
 ±

 1
3,

27
* 

 
L

PS
 

25
9,

95
 ±

 2
1,

12
 

24
6,

34
 ±

 1
7,

88
 

21
1,

49
 ±

 1
3,

06
* 

29
6,

91
 ±

 6
,3

2*
 

39
0,

93
0 

± 
7,

92
* 

 
R

PM
I 

86
,9

7 
± 

7,
39

 
74

,1
6 

± 
9,

68
 

62
,8

1 
± 

3,
07

* 
97

,3
3 

± 
6,

75
 

10
1,

58
 ±

 2
2,

57
* 

L
PS

: l
ip

op
ol

is
sa

ca
rí

di
o 

de
 E

. c
ol

i; 
H

K
Y

: a
nt

íg
en

o 
de

 Y
. p

se
ud

ot
ub

er
cu

lo
si

s;
 R

PM
I:

 s
em

 e
st

ím
ul

o 
* 

p 
<

 0
,0

5 
– 

em
 r

el
aç

ão
 a

o 
gr

up
o 

co
nt

ro
le

 
�

 p 
<

 0
,0

5 
– 

co
m

pa
ra

çã
o 

da
 li

nh
ag

em
 B

A
L

B
/C

 c
om

 a
 li

nh
ag

em
 C

57
B

L
/



                                                                                                                                                     63                      
 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

 

 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

 

 

 
 

                                                    HKY               LPS              RPMI 

 

 

 

 

 

 

 

 BALB/c 
 

  C57BL/6 
 

     

     Controle 
 

     12 horas 
  

   1º dia 
    

       3º dia 
  

  5º dia 
 

 

 Período da Infecção  

 
Controle

 
12 horas

  
1º dia

    
3º dia

  
5º dia

 

 

    Período da Infecção  

Figura 12 – Produção de IL-12 por células dendríticas de camundongos BALB/c e C57BL/6

durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle.  Os resultados são representativos

de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em

duplicata (* p < 0,05). 
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4.12 Determinação de TNF-� em cultura de células dendríticas 

 

A determinação da concentração de TNF-� foi realizada em sobrenadante de cultura (48 

horas) de células dendríticas esplênicas obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados 

com Y. pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na 

presença de HKY, LPS e somente meio RPMI. 

Células dendríticas de camundongos C57BL/6 controles estimulados com HKY, LPS e 

sem estímulo, produziram quantidade significativamente maior de TNF-� que camundongos 

BALB/c. O mesmo foi observado durante todo o período de infecção, exceto no 5º dia pós-

infecção nas células sem estímulo, quando ambas as linhagens produziram quantidades 

significativamente iguais de TNF-� (Tabela 11). 

Durante a infecção, macrófagos de camundongos BALB/c estimulados com HKY, LPS e 

sem estímulo, apresentaram diminuição significativa na produção de TNF-� em 12 horas e 1º dia 

pós-infecção. No 3º dia da infecção, não se verificou alteração significativa na concentração da 

citocina, seguido de aumento significativo no 5º dia (Figura 13). 

Células dendríticas de camundongos C57BL/6 produziram níveis significativamente 

semelhantes aos das células controles em 12 horas pós-infecção, nas células estimuladas com 

HKY, LPS e sem estímulo. No 1º dia pós-infecção, a liberação da citocina sofreu diminuição 

significativa, tanto nas células estimuladas com HKY e LPS quanto nas sem estímulo. No 3º dia 

da infecção, um aumento significativo nas células dendríticas estimuladas com HKY e LPS foi 

observado, acentuado no 5º dia pós-infecção, incluindo a produção por células não estimuladas 

(Figura 13). 

A determinação da produção de TNF-� por células dendríticas das duas linhagens de 

camundongos, BALB/c e C57BL/6, mostrou que ambos os camundongos apresentaram 

diminuição significativa no 1º dia pós-infecção. No 5° dia pós-infecção, uma elevação 

significativa foi determinada em ambas as linhagens, contudo com maior produção por 

camundongos C57BL/6. 
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Figura 13 – Produção de TNF-� por células dendríticas de camundongos BALB/C e C57BL/6

durante infecção com Y. pseudotuberculosis e grupo controle.  Os resultados são representativos

de 2 experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em

duplicata (* p < 0,05). 
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4.13 Determinação de IL-4 em cultura de células dendríticas 

 

A dosagem de IL-4 foi realizada em sobrenadante de cultura (48 horas) de células 

dendríticas esplênicas obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com Y. 

pseudotuberculosis, e não infectados (controles). A cultura celular foi realizada na presença de 

HKY, LPS e somente meio RPMI. 

Não foi obtida produção detectável de IL-4 por células dendríticas de camundongos 

BALB/c e C57BL/6 controles ou infectados. 

 

4.14 Imunofenotipagem de linfócitos 

 

Após obtenção e processamento das células esplênicas dos camundongos imunizados 

com HKY, que posteriormente foram utilizadas no co-cultivo com macrófagos e células 

dendríticas, realizou-se a identificação da população de linfócitos T. As células obtidas foram 

marcadas com anticorpos anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE e anti-CD8-SPRD, e analisadas por 

citometria de fluxo. 

Os testes identificaram em média presença de 70% de células T na população 

característica de linfócitos, com aproximadamente 38% de linfócitos T CD4+ e 50% linfócitos T 

CD8+ , como ilustrado na Figura 14.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 14 – Análise através de citometria de fluxo da população de linfócitos T CD4+ e CD8+, 

obtidos de camundongos imunizados com HKY.     
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4.15 Co-cultivo de macrófagos e linfócitos 

 

Macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Y. pseudotuberculosis 

e controles (não infectados) foram co-cultivados com linfócitos T obtidos de camundongos 

imunizados com HKY, utilizando células de camundongos de mesma linhagem para o cultivo. A 

elevação ou redução na produção de formazana, produto de degradação do sal tetrazólico (MTT), 

sugere que os macrófagos dos animais infectados aumentaram ou diminuíram, respectivamente, 

a capacidade de estimular as células T dos animais imunizados, em relação aos controles. 

Os resultados demonstraram similaridade em ambas as linhagens, com diminuição na 

produção de formazana em 12 horas e 1º dia de infecção, sendo que camundongos BALB/c 

apresentaram maior queda. Nos 3º e 5º dias da infecção ocorreu aumento na produção de 

formazana (figura 15).  

Os dados sugerem que ocorreu uma diminuição da imunoestimulação dos linfócitos T 

pelos macrófagos de animais infectados no início da infecção. Após o 3º dia da infecção, é 

provável que os macrófagos infectados tenham adquirido a capacidade de ativar as células T, 

ocorrendo proliferação celular e aumento na degradação do sal tetrazólico. 
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Figura 15 – Influência da infecção por Y. pseudotuberculosis sobre a capacidade de 

macrófagos estimularem a proliferação de células T. A Proliferação celular foi mensurada 

através da metodologia do MTT. Resultados representam a DO em 540nm obtida a partir da 

produção de formazana, e são representadas como média ± SD. As dosagens foram realizadas 

em quadruplicata. *p<0,05 vs controle. 
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4.16 Co-cultivo de células dendríticas e linfócitos 

 

Células dendríticas de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Y. 

pseudotuberculosis e controles (não infectados) foram co-cultivados com linfócitos T obtidos de 

camundongos imunizados com HKY, utilizando células de camundongos de mesma linhagem 

para o cultivo. A capacidade das células dendríticas imunoestimularem as células T  dos animais 

imunizados foi analisada. 

Observou-se diminuição na produção de formazana em 12 horas e 1º dia pós-infecção em 

ambas linhagens de camundongos, sendo que camundongos BALB/c apresentaram maior queda. 

Os resultados sugerem a ocorrência de redução na proliferação de células T no início da 

infecção, indicando diminuição da imunoestimulação dos linfócitos T pelas células dendríticas. 

No 5º dia da infecção, ocorreu aumento na produção de formazana nos camundongos 

BALB/c e C57BL/6, sugerindo que as células dendríticas dos animais infectados tenham 

adquirido a capacidade de ativar as células T (figura 16).   
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Figura 16 – Influência da infecção por Y. pseudotuberculosis sobre a capacidade de 

células dendríticas estimularem a proliferação de células T. A Proliferação celular foi mensurada 

através da metodologia do MTT. Resultados representam a DO em 540nm obtida a partir da 

produção de formazana, e são representadas como média ± SD. As dosagens foram realizadas 

em quadruplicata. *p<0,05 vs controle 
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5. DISCUSSÃO 

 

Diferentes linhagens de camundongos desenvolvem respostas distintas à Yersinia (BOHN 

e AUTENRIETH, 1996). 

Durante infecção por Y. pseudotuberculosis, nós verificamos que linhagens de 

camundongos Yersinia-resistentes e Yersinia-suscetíveis apresentaram diferenças no padrão de 

ativação de macrófagos e células dendríticas, podendo essas diferenças ter influência na 

evolução da infecção. 

Uma importante via efetora do sistema imune é a produção de NO por macrófagos, 

catalisada pela enzima iNOS. A via alternativa do metabolismo de L-arginina utiliza a enzima 

arginase para converter o aminoácido em ornitina e uréia (MUNDER et al., 1999). Em nosso 

estudo, macrófagos de camundongos C57BL/6 não infectados produziram quantidade 

significativamente maior de NO que macrófagos de camundongos BALB/c controles. Em 

oposição, análise da enzima arginase mostrou maior atividade em macrófagos de camundongos 

BALB/c não infectados, quando comparada à atividade determinada nos macrófagos de 

camundongos C57BL/6 controles. Estes resultados estão de acordo com outros trabalhos 

indicando que macrófagos de camundongos de linhagens Th1 (C57BL/6, B10D2) são mais 

facilmente ativados para produção de NO, e macrófagos de linhagens Th2 (BALB/c, DBA/2) 

utilizam preferencialmente a via da arginase para o metabolismo de L-arginina (MILLS et al., 

2000).  

Citocinas Th1 e Th2 podem influenciar o metabolismo de L-arginina também em células 

dendríticas, sendo que citocinas Th1 induzem iNOS e Th2 estimulam a atividade da arginase 

(MUNDER et al., 1999). A análise da produção de NO e atividade da arginase em células 

dendríticas de camundongos não infectados mostrou que as células da linhagem C57BL/6 

produziram maior quantidade de NO que as células de camundongos BALB/c, e estas, por sua 

vez, apresentaram maior atividade da arginase, comparada à atividade encontrada nas células dos 

camundongos C57BL/6. 

Pujol e Bliska (1995) observaram diminuição na produção de NO por macrófagos 

infectados in vitro com Y. pseudotuberculosis e Y. pestis. Estudos demonstram que a infecção 

por Y. enterocolitica também altera a produção de NO em macrófagos (TUMITAN et al., 2007). 

A determinação dessa produção em camundongos Yersinia-resistentes e Yersinia-suscetíveis 

mostrou que macrófagos de camundongos C57BL/6 infectados utilizam principalmente a via 

iNOS para metabolismo de L-arginina, enquanto macrófagos de camundongos BALB/c 

infectados utilizam preferencialmente a via catalisada por arginase (TUMITAN et al., 2007). 
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Nós verificamos que, em 12 horas e 1º dia pós-infecção, macrófagos de camundongos 

C57BL/6 e BALB/c infectados apresentaram redução na produção de NO quando comparada à 

produção nos camundongos controles, confirmando que a infecção por Y. pseudtuberculosis 

pode influenciar a produção de NO. Nesse período foram observados menores níveis de NO na 

linhagem BALB/c do que na linhagem C57BL/6. A atividade da arginase, por sua vez, 

apresentou elevação no início da infecção, com maiores níveis nos macrófagos de camundongos 

BALB/c. Esses dados indicam que a infecção não alterou a via preferencial de metabolização de 

L-arginina nas respectivas linhagens.  

A análise da produção de NO e atividade da arginase em células dendríticas mostrou que 

as células de camundongos BALB/c apresentaram maior aumento na atividade da arginase que 

as células de camundongos C57BL/6, e ausência na produção de NO, em 12 horas e 1º dia pós-

infecção. Nas células dendríticas de camundongos C57BL/6 também não verificamos produção 

detectável de NO no 1º dia pós-infecção. Os resultados sugerem que células dendríticas de 

linhagens de camundongos Th1 e Th2 também diferem na via de metabolização de L-arginina 

após infecção por Y. pseudotuberculosis, sendo que as células de camundongos BALB/c utilizam 

preferencialmente a via da arginase e possivelmente as células de camundongos C57BL/6 fazem 

a via da iNOS. A ausência da produção de NO nessa linhagem no 1º dia pós-infecção pode ser 

resultante do baixo número de células utilizadas no teste. 

No 5º dia pós-infecção, ocorreu aumento na produção de NO por macrófagos e células 

dendríticas de ambas as linhagens estudadas, com as maiores elevações mantendo-se na 

linhagem C57BL/6, observações que sugerem a importância da ação do NO na fase de resolução 

da infecção. A importância da produção de NO, mediada por iNOS, na defesa contra bactérias, já 

foi reportada em outras infecções, como no caso de Listeria monocytogenes (SERBINA et al., 

2003). Sub-populações de células dendríticas produtoras de TNF e iNOS foram identificadas no 

baço de camundongos infectados com L. monocytogenes, sendo que a deficiência destas células 

foi associada com aumento da replicação bacteriana, evidenciando o papel de células dendríticas 

na defesa imune inata contra bactérias (SERBINA et al., 2003). 

Diferentes padrões de ativação de macrófagos apresentam perfis distintos de secreção de 

citocinas. Em geral, as células denominadas M1 apresentam elevada produção de IL-12 e baixa 

de IL-10, e são eficientes produtoras de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 �, TNF, IL-6). 

Macrófagos denominados M2 exibem um perfil de baixa produção de IL-12 e elevada produção 

de IL-10, com pequena produção de citocinas pró-inflamatórias (MANTOVANI et al., 2004). 

Observamos em nosso estudo que, comparando a produção de citocinas por camundongos não 

infectados de ambas as linhagens analisadas, macrófagos de camundongos C57BL/6 produziram 
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níveis mais elevados de IL-12 e TNF-�, enquanto macrófagos de camundongos BALB/c 

apresentaram maiores concentrações de IL-10 e TGF-�. De modo semelhante, observamos que 

células dendríticas de camundongos C57BL/6 controles produziram maiores quantidades de IL-

12 e TNF-� , e células dendríticas de camundongos BALB/c liberaram maiores níveis de IL-10, 

sugerindo que diferentes linhagens de camundongos exibem perfis distintos de ativação também 

em células dendríticas. 

Durante infecção por Y. pseudotuberculosis, macrófagos de camundongos C57BL/6 

produziram quantidades maiores de IL-12 e TNF-�, comparados aos macrófagos de 

camundongos BALB/c, que, por sua vez, exibiram maior produção de IL-10 e TGF-�. A 

determinação da produção de citocinas por células dendríticas de camundongos infectados 

mostrou que as células de camundongos C57BL/6 e BALB/c apresentaram comportamentos 

similares aos macrófagos, com camundongos C57BL/6 exibindo os maiores níveis de IL-12 e 

TNF-�, e camundongos BALB/c apresentando as mais elevadas concentrações de IL-10. Estes 

resultados indicam que a infecção não alterou o padrão de ativação de macrófagos e células 

dendríticas de ambos os camundongos. 

Em 12 horas e 1º dia pós-infecção, observamos aumento na produção de IL-10 por 

macrófagos e células dendríticas de ambas as linhagens de camundongos, C57BL/6 e BALB/c 

mais predominante nos camundongos BALB/c. IL-10 é uma citocina com propriedades anti-

inflamatórias, que incluem a inibição da função de macrófagos e células dendríticas, supressão 

da secreção de citocinas pró-inflamatórias (O’GARRA e VIEIRA, 2007) e produção de NO 

(TER STEEGE et al., 2000). Estudos demonstram que o LcrV, antígeno secretado pela Yersinia, 

tem a capacidade de modular as respostas imunes. Sing et al. (2002), verificaram que o LcrV 

induz a produção de IL-10 em infecção com Y. enterocolitica, e que a ausência dessa citocina 

está relacionada com a resistência à infecção. Bröms et al. (2007), demonstraram que a 

diminuição da secreção de LcrV atenua a virulência de Y. pseudotuberculosis. 

O aumento da produção de IL-10, no início da infecção, foi acompanhado de diminuição 

da produção de IL-12 e TNF-� em macrófagos e células dendríticas de camundongos C57BL/6 e 

BALB/c. A investigação dos efeitos do LcrV e YopB sobre a função de macrófagos infectados in 

vitro com Y. pestis, mostrou diminuição na produção de TNF-�, KC e IL-12, evidenciando a 

função desses fatores na virulência da bactéria (SHARMA et al., 2004). Do mesmo modo, Y. 

enterocolitica suprime a produção de TNF-�, KC e IL-12 em células dendríticas. A infecção de 

camundongos com a bactéria curada do plasmídeo de virulência resultou na produção de ambas 

as citocinas (ERFURTH et al., 2004). 
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Em 12 horas e 1º dia pós-infecção, detectamos produção de TGF-� por macrófagos de 

ambas as linhagens, com níveis mais elevados nos camundongos BALB/c. TGF-� é uma citocina 

imunorregulatória que inibe a ativação de macrófagos e limita a produção de intermediários 

reativos do nitrogênio e oxigênio (BOGDAN et al., 1993; TSUNAWAKI et al., 1998). A 

elevação da produção de TGF-� foi acompanhada de diminuição na produção de NO, indicando 

possível ação inibidora dessa citocina. 

No 3º e 5º dias pós-infecção, houve uma redução na produção de TGF-� por macrófagos 

de camundongos BALB/c, e ausência de produção em macrófagos de camundongos C57BL/6, 

coincidindo com a elevação nos níveis de NO, em ambas as linhagens de camundongos. Há uma 

correlação inversa entre a produção de NO e TGF-�, assim as respostas M1 e M2 ocorrem em 

parte devido à regulação autócrina dos macrófagos (MILLS et al., 2000). 

No curso da infecção, observamos diminuição na produção de IL-10 e aumento nas 

concentrações de IL-12 e TNF-�, tanto em macrófagos como em células dendríticas, nos 

camundongos C57BL/6 e BALB/c. IL-12 e TNF-� são mediadores de resposta imune 

inflamatória em mamíferos. IL-12 induz produção de IFN-� e TNF-�, aumenta a citotoxicidade 

de células NK e estimula a proliferação de linfócitos T (DEL VECCHIO et al., 2007). TNF-� 

age estimulando a atividade microbicida de macrófagos e neutrófilos. Ambas as citocinas são 

essenciais para resolução da infecção por Yersinia (AUTENRIETH et al., 1994; BOHN e 

AUTENRIETH, 1996). 

A determinação da produção de IL-4 por células dendríticas mostrou ausência da 

secreção desta citocina nos camundongos BALB/c e C57BL/6 controles e durante todo o período 

da infecção. IL-4 é um importante fator de diferenciação para células Th2 (MURPHY e 

REINER, 2002). Esperavamos determinar produção de IL-4 nos camundongos BALB/c, a 

ausência na secreção da citocina pode ser resultante do reduzido número de células utilizadas no 

experimento. Um paradoxo surge, IL-4 é requerida para geração de células Th2, tipo celular que 

é seu maior produtor (AMSEN et al., 2004). A existência de sinais independentes de IL-4 é 

sugerida por estudos que observaram ocorrência de respostas Th2 após infecções parasitárias em 

camundongos deficientes de STAT6, um fator requerido para sinalização do receptor de IL-4 

(FINKELMAN et al., 2000; JANKOVIC et al., 2000). 

Células T desenvolvem papel importante na defesa do sistema imune contra Yersinia. Um 

dos mecanismos utilizados por estas bactérias para subverter a resposta imune do hospedeiro é 

inibir a apresentação de seus antígenos, e assim impedir a estimulação e proliferação de células T 

(KRAMER e WIEDIG, 2005). No início da infecção por Y. pseudotuberculosis, nós observamos 

diminuição na capacidade de imunoestimulação de macrófagos e células dendríticas, com menor 
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proliferação de células T em camundongos BALB/c. Estes resultados indicam que a infecção por 

Y. pseudotuberculosis influencia a capacidade de apresentar antígenos, e sugere que células 

apresentadoras de antígenos de camundongos BALB/c são mais suscetíveis à infecção. 

No 3º dia pós-infecção, macrófagos adquiriram a capacidade de estimular as células T, 

ocorrendo maior proliferação de linfócitos T de camundongos C57BL/6. O mesmo foi observado 

com células dendríticas no 5º dia pós-infecção, quando verificamos maior estimulação de células 

T comparada aos controles não infectados, com maior proliferação em camundongos C57BL/6. 

O aumento na estimulação de linfócitos T por macrófagos e células dendríticas coincide com a 

elevação na produção de IL-12, sugerindo a ação desta citocina na proliferação de células T. 

Schoppet, et al. (2000), em estudo in vitro com Y. enterocolitica observaram que a 

redução na capacidade imunoestimulatória das células dendríticas pode resultar da diminuição da 

expressão de moléculas de superfície, como os produtos do MHC de classe II, que são 

fundamentais para apresentação de antígenos e interação entre células dendríticas e linfócitos T. 

Adkins, et al. (2008), sugeriram que a perturbação na função de apresentação de 

antígenos de células dendríticas infectadas com Y. enterocolitica, pode estar relacionada com 

deficiência no processamento de antígenos. 

Estudos demonstram que YopP/YopJ interfere com a via de sinalização NF-�B e várias 

MAP Kinases (MAPK), resultando em inibição da produção de citocinas e indução da apoptose 

em macrófagos (ORTH et al., 1999; RUCKDESCHEL et al., 2001; DENECKER et al., 2001). A 

incubação de células dendríticas infectadas com Y. enterocolitica com diferentes inibidores de 

MAPK, provocou a diminuição da capacidade destas células estimularem a proliferação de 

células T. A análise da expressão de moléculas de MHC de classe II e moléculas CD80 na 

superfície das células dendríticas após o tratamento com os inibidores de MAPK, mostrou que a 

inibição de MAPK não alterou a expressão destas moléculas. A determinação da capacidade 

destas células dendríticas capturarem antígenos indicou deficiência no seu mecanismo de 

endocitose. Os dados sugerem que a infecção por Y. enterocolitica diminui a capacidade de 

apresentação de antígenos de células dendríticas por inibir MAPK (AUTENRIETH et al., 2007). 

A análise da expressão de moléculas do MHC de classe II na superfície de células 

dendríticas de camundongos infectados mostrou pequena diminuição no 1º dia pós-infecção, nas 

células da linhagem BALB/c e C57BL/6. A discreta redução obtida sugere que a infecção pode 

influenciar a expressão de moléculas de superfície em células dendríticas, contudo outros 

mecanismos podem contribuir para a diminuição da sua capacidade imunoestimulatória, como a 

inibição da via das MAPK. 
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A determinação das sub-populações de células dendríticas presentes no baço dos 

camundongos infectados e controles mostrou que, camundongos C57BL/6 e BALB/c não 

infectados apresentaram discreta diferença na composição da população de células dendríticas 

esplênicas, com camundongos C57BL/6 apresentando pequeno aumento na sub-população 

CD11b+, resultado reproduzido em todo o período da infecção. Dudziak et al. (2007), 

demonstraram que células dendríticas CD11b+ são especializadas no processamento de antígenos 

exógenos para apresentação em associação com moléculas de MHC de classe II, processo que 

realizam com grande eficiência. Sendo as bactérias do gênero Yersinia predominantemente 

extracelulares, a presença desta sub-população pode contribuir para resolução da infecção. 

De maneira geral, nós encontramos que, durante a infecção por Y. pseudotuberculosis, 

macrófagos e células dendríticas de camundongos BALB/c produziram níveis mais elevados de 

IL-10, utilizaram preferencialmente a via da arginase para metabolismo de L-arginina e 

apresentaram maior redução na capacidade de estimular células T, além do aumento na produção 

de TGF-β por macrófagos. Em oposição, macrófagos e células dendríticas de camundongos 

C57BL/6 produziram as maiores quantidades de IL-12, TNF-� e NO, e estimularam a 

proliferação de linfócitos T de maneira mais eficaz.  

Estes resultados sugerem que a deficiência da ativação de macrófagos e células 

dendríticas em camundongos BALB/c pode contribuir para a suscetibilidade desta linhagem à 

infecção por Yersinia.  

Outros estudos são necessários para melhor compreensão do envolvimento de 

macrófagos e células dendríticas na suscetibilidade e resistência à Y. pseudotuberculosis, a fim 

de se explorar a possibilidade de tornar a resposta imune mais eficaz. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 - A infecção por Yersinia pseudotuberculosis diminui discretamente a expressão de 

moléculas do MHC de classe II na superfície de células dendríticas de camundongos C57BL/6 e 

BALB/c, e não altera a composição das subpopulações de células dendríticas presentes no baço. 

- A infecção por Yersinia pseudotuberculosis provoca diminuição na produção de NO, 

IL-12 e TNF-� por macrófagos e células dendríticas, e estimula a produção de IL-10 por estas 

células. A infecção também aumenta a secreção de TGF-� por macrófagos. 

- Camundongos BALB/c infectados apresentaram maior diminuição na produção de NO 

e atividade da arginase mais elevada que camundongos C57BL/6. 

- Camundongos C57BL/6 infectados produzem níveis mais elevados de IL-12 e TNF-� 

do que os camundongos BALB/c. 

- Camundongo BALB/c infectados produzem níveis mais elevados de IL-10 e TGF-� do 

que os camundongos C57BL/6. 

- A infecção provoca uma maior diminuição na capacidade de apresentação de antígenos 

de macrófagos e células dendríticas dos camundongos suscetíveis (BALB/c) do que dos 

camundongos resistentes (C57BL/6), no início da infecção. 

- A infecção não alterou o padrão M1 para macrófagos de camundongos C57BL/6 e M2 

para macrófagos de camundongos BALB/c. Do mesmo modo, não foi observado alteração na 

ativação de células dendríticas das linhagens de camundongos durante a infecção. 
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Abstract 

 

Th1 cells play a crucial role in the clearance of Yersinia pseudotuberculosis infection. By 

producing cytokines and presenting antigens to T cells, activated macrophages can orientate the 

adaptive immune response. The pathway used by macrophages to metabolize arginine has been 

employed as an important parameter to discriminate their activation state. In this study, the 

pattern of macrophage activation in Y. pseudotuberculosis-infected BALB/c (Yersinia-

susceptible) and C57BL/6 (Yersinia-resistant) mice and their immunostimulatory capacity were 

analyzed. In the early phase of infection, macrophages obtained from C57BL/6 mice produced 

higher levels of NO, lower levels of urea, and larger amounts of IL-12 and TNF-� than 

macrophages from BALB/c mice. On the other hand, macrophages derived from BALB/c mice 

produced higher levels of IL-10 and TGF-� than C57BL/6 mice. The Y. pseudotuberculosis 

infection leads to a fall in the immunostimulatory capacity of BALB/c mouse macrophages, with 

T-cell proliferation significantly reduced at 12h after infection. These results suggest that the 

pattern of macrophage activation is associated with susceptibility and resistance to Y. 

pseudotuberculosis infection in BALB/c and C57BL/6 mice. 

 

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis; macrophages; nitric oxide; arginase; cytokines; T-cell 

activation. 
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Introduction 

Y. pseudotuberculosis is an enteropathogen that causes gastrointestinal disorders, usually 

self-limiting enteritis and mesenteric lymphadenitis (1). In the mouse oral infection model, 

enteropathogenic yersiniae produce systemic disease, the bacteria replicating in the small 

intestine, invading the Peyer’s patches and disseminating to the liver and spleen (2,3). 

Several virulence factors have been identified that promote resistance to mouse serum, 

coordinate gene expression, and enable the acquisition of iron by the bacterium (4). Yersinia 

contains an extrachromosomal 70Kb plasmid, essential for pathogenicity, which encodes the 

type III protein secretion system (TTSS), the Yop effector proteins and nonfimbrial adhesin Yad 

A (5,6). The type III secretion system is used to inject effector proteins from the bacterial 

cytoplasm into the cytosol of a host cell. Once inside the cell, the Yop effectors interfere with 

signaling pathways involved in the regulation of the actin cytoskeleton, phagocytosis, apoptosis 

and the inflammatory response, thus favoring survival of the bacteria (6). 

The early control of infection with Yersinia is mediated by mechanisms of innate 

immunity, involving macrophages, NK cells and neutrophils (7,8,9). Thereafter, these defense 

mechanisms are constrained by an adaptive immune response, and the resolution of the infection 

is mediated by CD4+ Th1 cells that produce cytokines such as IFN-� and IL-2 (8,9). An effective 

way for Yersinia to subvert this immune response would be to inhibit the presentation of its 

antigens by antigen presenting cells (APCs) and thus impair T-cell stimulation (10). 

By producing diverse molecules and presenting antigens to T cell, macrophages are able 

to orientate the adaptive immune response, leading to the expansion and differentiation of 

specific lymphocytes (11). Microbial antigens, tumor products, effector T cells and their 

secretory products influence the heterogeneity and the state of activation of macrophage 

populations (12,13). 

Classical macrophage activation is characterized by: high interleukin-12 (IL-12) 

production, activating a type I response, and high production of toxic intermediates, such as 
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nitric oxide (NO) and reactive oxygen intermediates (ROI) (14). Many have referred to cells 

activated in this way as M1 (15). Macrophages exposed to immune complexes, IL-4, IL-13 and 

IL-10, undergo an alternative form of activation, characterized by an Il-10high and IL-12low 

phenotype, and promote a type II response (14,16). These alternatively activated macrophages 

are called M2 (15). 

L-arginine metabolism in macrophages has been used as an important parameter to 

discriminate between classically and alternatively activated macrophages (12). A major effector 

pathway of inflammatory macrophages is mediated by NO, synthesized from arginine by 

inducible NO synthase (iNOS) (13,17). The alternative metabolic pathway for arginine is 

catalyzed by arginase, which converts arginine to ornithine and urea (13). It has been shown that 

macrophages from Th1 strains of mice (C57BL/6, B10D2) preferentially use the iNOS pathway 

and macrophages from Th2 strains of mice (BALB/c, DBA/2) preferentially use the arginase 

pathway (15). 

It is possible that susceptibility or resistance to Y. pseudotuberculosis infection correlates 

with the activation state of macrophages. We have recently demonstrated that the predominant 

macrophage population (M1 or M2) at the early period of infection seems to be important in 

determining Y. enterocolitica susceptibility or resistance in mice (18). However, there are few 

studies involving the responses of M1 and M2 macrophages in Y. pseudotuberculosis infection. 

Thus, this study was designed to reveal the pattern of macrophage activation in Y. 

pseudotuberculosis infection of BALB/c (Yersinia-susceptible) and C57BL/6 (Yersinia-resistant) 

mice and the immunostimulatory capacity of these cells. 
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Material and methods 

 

Bacterial strain 

Yersinia pseudotuberculosis YpIIIpIB1, bearing the virulence plasmid, was generously 

provided by Dr. Hans Wolf-Watz (Umeå University, Sweden). 

 

Animals 

Six-week-old C57BL/6 and BALB/c female mice were purchased from CEMIB (Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica), UNICAMP, SP, Brazil. All mice were maintained 

in isolators under specific-pathogen-free conditions and provided with sterilized food and water. 

The study was approved by the School Committee for Ethics in Animal Experimentation, 

UNESP at Araraquara. 

 

Experimental infection of mice 

Groups of 16 mice were infected by gavage with 0.25 mL of a bacterial suspension 

containing 107 CFU/mL. Groups of 16 uninfected mice were used as controls. Four mice from 

each group were sacrificed at intervals of 12h, 1d, 3d and 5d day after infection, with carbon 

dioxide. 

 

Peritoneal macrophage culture  

Macrophages were collected from the peritoneal cavities of infected and control mice in 

5.0 mL of sterile PBS, pH 7.4. The cells were washed twice by centrifugation at 200 x g for 5 

min at 4°C and 100 μL were plated in microplates at 2.5 x 106 cells/mL in RPMI 1640 (Gibco), 

supplemented with HEPES (12.5 mM), sodium bicarbonate (2 g/L) , L-glutamine (2 mM), 

penicillin (100 IU/mL), streptomycin (100 μg/mL), 5 x 10-2 M 2-mercaptoethanol (Sigma) and 

10% fetal bovine serum (FBS, Cultilab). Adherent and nonadherent cells were separated by plate 
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inversion after 1 h incubation at 37ºC, in an atmosphere of 5% CO2 and 95% relative humidity. 

Macrophages were then cultured in supplemented RPMI 1640 in the presence of either 10 μg/mL 

of lipopolysaccharide (LPS) (Escherichia coli O111 B4, Sigma) or 10 μg /mL of heat-killed 

Yersinia antigen (HKY) or without antigenic stimulation. Supernatants were removed after 48 h 

and tested for NO and cytokine (IL-10, IL-12, TNF-�, TGF-β) production. Arginase activity was 

measured in macrophage lysates. 

 

Nitric oxide production 

NO production by macrophages was determined by measuring nitrite, employing the 

method of Green et al. (19). Briefly, 50 μL of cell supernatant was removed from each well and 

incubated with an equal volume of Griess reagent (1% w/v sulfanilamide, 0.1% w/v 

naphthylethylene diamine dihydrochloride, 3.0% H3PO4) at room temperature for 10 min. 

Absorbance at 550 nm was determined with an ELISA microplate reader (Model 550, BioRad). 

Nitrite concentration was calculated from an analytical curve for NaNO2.  

 

Determination of arginase activity 

Arginase activity was measured in cell lysates (20). Briefly, cells were lysed with 100 �L 

of 0.1% Triton X-100. After 30 min. on a shaker, 100��L of 25nm Tris-HCl was added to 100 �L 

of this lysate, 10 �L of 10 mm MnCl2 was added, and the enzyme was activated by heating for 

10 min at 56ºC. Arginine hydrolysis was conducted by incubating the lysate with 100 �L of 0.05 

M L-arginine at 37ºC for 60 min. The reaction was stopped with 900��L of H2SO4 (96%)/ H3PO4 

(85%)/ H2O (1/3/7). The urea concentration was measured at 540nm after addition of 40 �L of �-

isonitrosopropiophenone (dissolved in 100% ethanol) followed by heating at 95ºC for 30 min. 

One unit of enzyme activity is defined as the amount of enzyme that catalyzes the formation of 

1�mol of urea per min. 
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IL-10, IL-12, TNF-�, and TGF-� determination 

Cytokines in cell culture supernatants were measured with commercially available kits 

from BD Biosciences (IL-10, IL-12, TNF-�, TGF-β). 

Immunization of mice 

BALB/c and C57BL/6 mice were immunized with an intraperitoneal injection of 10 �g of 

HKY mixed with 1mg of aluminium hydroxide in 0.15 M NaCl. Fourteen days later, the mice 

received a reinforcement dose of 10 �g of the antigen in saline solution. Lymphocytes were 

collected 7 days later, and cocultured with macrophages from mice infected with Y. 

pseudotuberculosis or uninfected. 

 

T-cell enrichment 

Lymphocytes were obtained from the spleens of immunized mice using the Pan T-Cell 

Isolation Kit (Miltenyi Biotec), according to manufacturer’s instructions. The cell enrichment 

process was accompanied by flow cytometry, using anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE and anti-CD8-

SPRD (BD-PharMingen). The final cell suspension contained approximately 80% CD3, 50% 

CD4 and 35% CD8. 

 

T-cell antigen-specific activation 

T-cell enriched fractions were seeded in 96-well plates, at a density of 5 x 105 cells per 

well, and cocultured with macrophages (2 x 104 cells/well) from mice infected with Y. 

pseudotuberculosis or uninfected, in the presence of Yersinia antigen (HKY), in supplemented 

RPMI 1640, at 37ºC, in an atmosphere of 5% CO2 and 95% relative humidity. After 4 days, 3-

(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) was added to the 

cultures (5 mg/mL; 10 �L per well), which were incubated for an additional 4h. After dissolving 

the formazan crystals by incubating with isopropanol, the plates were read at 540nm. 
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Statistical analysis 

Results are representative of two independent experiments and are presented as mean ± 

S.D. of triplicate observations. Data were analyzed statistically by Student’s t-test, using the 

Origin statistical program, version 5.0.  

 

Results 

 

Nitric oxide production by macrophages from C57BL/6 and BALB/c mice 

Macrophages from C57BL/6 control mice produced significantly more NO than 

macrophages from BALB/c controls (Fig. 1). Y. pseudotuberculosis infection led to a decrease in 

the production of NO by macrophages from BALB/c mice, 12h post-infection, when these cells 

were stimulated with LPS or HKY. On the 1st day post-infection, there was a significant decrease 

in the production of NO, in both strains of mice, BALB/c macrophages producing around 1.5-

fold less NO than those from C57BL/6 mice. 

From the 3rd day post-infection, an increase in NO production was seen; however, the 

increase became significant only on the 5th day post-infection, in both C57BL/6 and BALB/c 

mouse cells. The amount of NO produced by macrophages from infected C57BL/6 mice on the 

5th day post-infection was greater than that for BALB/c mice (about 1.2-fold higher in the cells 

stimulated with LPS or HKY, and 1.5-fold in macrophages incubated with RPMI medium 

alone). 

 

Arginase activity 

Macrophages from BALB/c control mice exhibited higher arginase activity than 

macrophages from C57BL/6 controls (Fig. 2). There was no significant difference in arginase 

activity between macrophages from C57BL/6 and BALB/c mice, 12h after infection. 
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Y. pseudotuberculosis infection led to a significant increase in the arginase activity on the 

1st day post-infection, macrophages from BALB/c mice showing higher levels than those from 

C57BL/6 mice (around 1.3-fold higher in the cells stimulated with LPS or HKY). 

The arginase activity of the macrophages collected from BALB/c mice on the 3rd and 5th 

day post-infection stayed high, although at lower levels than on the 1st day post-infection. On the 

other hand, in macrophages from C57BL/6 mice, a significant decrease was observed in the 

arginase activity on the 5th day post-infection, in the cells stimulated with LPS or HKY, the 

levels being 2.5-fold lower than those obtained in BALB/c mice in the same period. 

 

Cytokine production 

Fig. 3 represents the levels of IL-10, IL-12, TNF-�, and TGF-β in culture supernatants of 

macrophages from uninfected or Y. pseudotuberculosis-infected mice. 

Macrophages from C57BL/6 control mice produced higher levels of IL-12 and TNF-� 

than macrophages from BALB/c mice. There was no detectable production of TGF-β by 

macrophages from uninfected C57BL/6 mice. Macrophages from BALB/c control mice 

produced larger amounts of IL-10, and appreciable levels of TGF-β.  

In the early period of Y. pseudotuberculosis infection, there was an increase in the IL-10 

and TGF-β production, followed by a decrease in the IL-12 and TNF-� production, in both 

strains of mice. At 12h and 1 day post-infection, macrophages from BALB/c mice produced 

significantly higher amounts of IL-10 (around 1.9-fold higher at 12h and 1.8-fold at 1 day post-

infection) and TGF-β (about 5-fold higher when stimulated with HKY and 8-fold higher when 

incubated with LPS, 12h post-infection) than macrophages from C57BL/6 mice. A small amount 

of TGF-β was produced by macrophages from C57BL/6 mice at 12h and 1 day post-infection. 

The levels of IL-12 and TNF-� produced by macrophages from BALB/c were lower than those 

by C57BL/6 mouse cells: BALB/c cells produced levels of IL-12 around 7-fold lower than 
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C57BL/6 in the early period of infection, and levels of TNF-� 3.2-fold lower at 12h post-

infection. 

On the 3rd and 5th days post-infection an increase in IL-12 and TNF-� levels was 

observed, followed by a decrease in IL-10 production, in both strains of mice. At these times, 

macrophages from C57BL/6 mice produced significantly higher levels of IL-12 (about 3.6-fold 

on the 3rd day and 2-fold on the 5th day post-infection, in the cells stimulated with LPS or HKY) 

and TNF-� (approximately 3-fold higher in the macrophages stimulated with HKY) than 

macrophages from BALB/c mice, and lower levels of IL-10. There was no TGF-β production by 

C57BL/6 cells on the 3rd and 5th day post-infection, while a non-significant amount was 

produced by BALB/c mouse cells on the 5th day post-infection. 

 

T-cell antigen-specific activation 

The capacity of macrophages from uninfected or infected mice to present the antigen 

HKY to naïve T lymphocytes was investigated by using the MTT assay to measure cell 

proliferation. This method is based on reduction of the tetrazolium salt by living cells to produce 

a blue formazan. 

The results show higher proliferation of T cells obtained from C57BL/6 control mice than 

of T cells from BALB/c control mice (Fig.4). A decrease in formazan production was noted after 

12h and 1 day post-infection, with lower proliferation of T cells obtained from BALB/c mice, 

indicating a decrease in the immunostimulatory capacity of the BALB/c macrophages. On the 3rd 

and 5th days post-infection there was an increase in the formazan concentration, with greater 

production by cells from C57BL/6 mice. 
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Discussion 

 

Our results showed that Yersinia-resistant and Yersinia-susceptible strains of mice have 

different patterns of macrophage activation, during Y. pseudotuberculosis infection. 

The NO levels produced by macrophages from C57BL/6 control mice were significantly 

higher than those produced by macrophages from BALB/c mice. Conversely, the arginase 

activity of cells from C57BL/6 control mice was significantly lower than that observed for the 

BALB/c mice. Similarly, macrophages from C57BL/6 infected mice, stimulated with HKY or 

LPS or unstimulated, produced higher levels of NO and lower arginase activity than equivalent 

macrophages from BALB/c mice. These results corroborate reports showing that macrophages 

from Th1 strains of mice are more easily activated for NO production, and macrophages from 

Th2 strains of mice use the arginase pathway of arginine metabolism (21,22) 

At 12h and 1 day after infection, macrophages from C57BL/6 and BALB/c infected mice 

showed decrease in the NO production when compared with macrophages from control mice. 

These results suggest that Y. pseudotuberculosis infection can interfere with NO production, as 

described by Pujol and Bliska (23) in experiments where macrophages were infected in vitro 

with Y. pseudotuberculosis and Y. pestis. 

Macrophages activated in different patterns display distinct profiles of cytokine secretion. 

In general, M1 cells have an IL-12high, IL-10low phenotype, and are efficient producers of 

proinflammatory cytokines (IL-1�, TNF, IL-6). M2 macrophages share an IL-12low, IL-10high 

phenotype, with low production of proinflammatory cytokines (14). Consistent with these 

previously published data, our study showed that macrophages from C57BL/6 control mice 

produced higher levels of IL-12 and TNF-� than macrophages from BALB/c mice. On the other 

hand, macrophages from BALB/c control mice produced higher amounts of IL-10, and 

considerable levels of TGF-β.  
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During Y. pseudotuberculosis infection, macrophages from C57BL/6 mice produced 

significantly higher amounts of IL-12 and TNF-�, while macrophages from BALB/c mice 

produced significant higher amounts of IL-10 and TGF-β. These observations suggest that the 

infection does not change the characteristic pattern of activation of macrophages in these mice. 

At 12h and 1 day after infection, there was an increase in the production of IL-10 by 

macrophages of both strains of mice. Interleukin-10 is a cytokine with broad anti-inflammatory 

properties that results from its ability to inhibit functions of both macrophages and dendritic 

cells, including secretion of their proinflammatory cytokines (24) and NO production (25). Sing 

et al. (2002) reported that low calcium response V (LcrV) or antigen V, a secreted antihost 

protein with strong immunomodulatory effects that is associated Yersinia virulence, inhibits 

zymosan-induced production of TNF-� by inducing IL-10 (26). The increase of IL-10 

production, in the early period of infection, was consistent with the observed decrease of 

proinflammatory cytokines and NO production in the same period.  

In this study, we verified that infection with Yersinia pseudotuberculosis exerts a 

suppressor role on TNF-� and IL-12 production by macrophages from BALB/c and C57BL/6 

mice, corroborating in vitro studies that reported the function of LcrV and YopB in the inhibition 

of the production of TNF-� and IL-12 in murine peritoneal macrophages (27) and revealing one 

survival mechanism used by this bacterium.  

In the early period of infection, significant production of TGF-� was seen, with higher 

levels for BALB/c mice. TGF-β is an immunoregulatory cytokine that inhibits the activation of 

macrophages (28). Possibly the most important deactivating effect of TGF-β on macrophages is 

its ability to limit the production of cytotoxic reactive oxygen and nitrogen intermediates (29). 

This is coherent with the decrease in NO production seen 12h and 1 day after infection, mainly 

in macrophages from BALB/c mice. 

On the 3rd and 5th days post-infection, there was a decrease in the production of TGF-� by 

macrophages of BALB/c mice, and absence of TGF-� production by macrophages of C57BL/6 
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mice. In the same period, a concomitant increase of NO levels was observed in both strains of 

mice. 

In the course of infection, a decrease of IL-10 production and increase of TNF-� and IL-

12 concentrations were observed in macrophages from BALB/c and C57BL/6 mice. Tumor 

necrosis factor alpha and interleukin-12 are two major mediators of inflammatory responses in 

mammals (30). IL-12 is a heterodimer cytokine that induces IFN-� production, activates TNF-� 

and increases NK-cell cytotoxicity, as well as T-cell proliferation (31). The high TNF-� and IL-

12 production and lower IL-10 levels that occurred on the 5th day post-infection, in macrophages 

from C57BL/6 mice, were coherent with the increase of NO and decrease of arginase activity.  

The T cells play a crucial role in the defense of the immune system against Yersinia; an 

effective way for yersiniae to subvert the host immune response is to inhibit the presentation of 

their antigens and thus impair T-cell stimulation (10). In the early Y. pseudotuberculosis 

infection, we observed a decrease in the immunostimulatory capacity of macrophages, with 

lower T-cell proliferation in BALB/c mice. On the 3rd and 5th days post-infection, macrophages 

acquired the capacity to stimulate T-cells, higher T-cell proliferation occurring in C57BL/6 mice. 

These results corroborated the published reports, and show that macrophages from BALB/c mice 

are more susceptible to Yersinia infection.  

Macrophages from Yersinia-resistant and Yersinia-susceptible strains not only differ in 

their ability to be activated in the classical sense, but also respond differently to the same stimuli. 

It may well be that the susceptibility of BALB/c mice to Yersinia is a consequence not only of 

the weak and delayed T lymphocyte response (30), but also of the deficient activation of 

macrophages observed early in the infection. 

Our results suggest that the deficient activation of macrophages in BALB/c mice (weak 

levels of NO, high levels of IL-10 and TGF-β1 and a reduced immunostimulatory capacity) may 

contribute to the susceptibility of this strain of mice to Yersinia pseudotuberculosis.  
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Legends to Figures 

Fig. 1 Nitrite (NO2
-) production by murine peritoneal macrophages collected from BALB/c (A) 

and C57BL/6 (B) mice during Y. pseudotuberculosis infection. Cells (2.5x106/mL) were cultured 

with HKY, LPS or RPMI-1640 medium, and the supernatants were collected after 48h of culture. 

Nitrite was assayed with Griess reagent. Control refers to average values obtained from 

uninfected mice throughout the experiment. Results are representative of two independent 

experiments and are presented as mean ± S.D. of triplicate observations. *p<0.05 vs control and 

♦p<0.05 vs C57BL/6. 

 

Fig. 2 Arginase activity in murine peritoneal macrophages collected from BALB/c (A) and 

C57BL/6 (B) mice during Y. pseudotuberculosis infection. Cells (2.5x106/mL) were cultured 

with HKY, LPS or RPMI-1640 medium for 48h and then macrophages were lysed and arginase 

activity determined. Control refers to average values obtained from uninfected mice throughout 

the experiment. Results are representative of two independent experiments and are presented as 

mean ± S.D. of triplicate observations. *p<0.05 vs control and ♦p<0.05 vs C57BL/6. 

 

Fig. 3 Cytokine production by murine peritoneal macrophages collected from BALB/c and 

C57BL/6 mice during Y. pseudotuberculosis infection. Cells (2.5x106/mL) were cultured with 

HKY, LPS or RPMI-1640 medium, the supernatants were collected after 48 h of culture and the 

concentrations of IL-10, IL-12, TNF-�, and TGF-� assayed by ELISA. Control refers to average 

values obtained from uninfected mice throughout the experiment. Results are representative of 

two independent experiments and are presented as mean ± S.D. of triplicate observations. 

*p<0.05 vs control and ♦p<0.05 vs C57BL/6. 
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Fig. 4  Influence of Y. pseudotuberculosis infection on the capacity of macrophages to stimulate 

T-cell proliferation. Murine peritoneal macrophages obtained from BALB/c and C57BL/6 

infected mice were cocultured with T cells from immunized mice of the same strain, for 4 days 

in the presence of HKY. T-cell proliferation was measured by the MTT assay. Results are 

expressed as the OD at 540 nm, representing the production of formazan, and are presented as 

mean ± S.D. of quadruplicate observations. *p<0.05 vs control. 
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FIGURA 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2 
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FIGURA 3 
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FIGURA 4 
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