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RESUMO 

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

extraintestinais. A resolução da infecção está relacionada à ativação de células Th1, 

entretanto, pouco se conhece sobre a influência de outras subpopulações de linfócitos T, como 

Th17 e Treg, na regulação dessa infecção. Células dendríticas são capazes de orientar a 

resposta imune adaptativa através da produção de citocinas e apresentação de antígenos às 

células T, tornando essas células essenciais na ativação e diferenciação de linfócitos T. Desse 

modo, o presente trabalho avaliou o papel de distintas subpopulações de linfócitos T e a 

influência de células dendríticas no desenvolvimento da resposta imune contra a infecção por 

Y. pseudotuberculosis. Para tanto, foram avaliadas as subpopulações de linfócitos T CD4+, 

CD8+ e Foxp3+, presentes durante a infecção por Y. pseudotuberculosis e amostras 

bacterianas mutantes para fatores de virulência Yops, bem como a expressão de citocinas 

intracelulares (IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IFN- , TNF-  e TGF- ) por estas células. O papel de 

linfócitos Treg e Th17 no controle da bactéria foi analisado por meio de ensaio de depleção de 

células CD25+ e neutralização de IL-17. Além disso, a influência de células dendríticas na 

modulação da resposta imune contra Y. pseudotuberculosis foi estudada através da 

determinação da produção de citocinas (IL-6, IL-12, IL-10, IL-23, TNF-  e TGF- ) e co-

cultivo com linfócitos T obtidos de animais imunizados com antígenos de Y. 

pseudotuberculosis. Os resultados mostraram redução na produção de citocinas pró-

inflamatórias por células dendríticas infectadas com a amostra bacteriana portadora do 

plasmídeo de virulência, em ambas as linhagens de camundongos estudadas. Os fatores de 

virulência YopJ e YopE parecem ter influência sobre a secreção de IL-12 e TNF- . A análise 

dos níveis de IL-10 mostrou uma considerável produção desta citocina após infecção por Y. 

pseudotuberculosis, mais evidente nas células obtidas dos camundongos BALB/c. A infecção 

também diminuiu a capacidade células dendríticas infectadas ativarem a proliferação de 

linfócitos T, com evidências da participação das YopJ e YopE. A fenotipagem e detecção de 

citocinas intracelulares de diferentes subpopulações de linfócitos T indicou maior influência 

da bactéria sobre a subpopulação TCD4+, com diminuição da expressão das citocinas IL-2, 

TNF-  e IFN- . Ensaio de depleção de células CD25+ e neutralização de IL-17 em 

camundongos infectados com amostra de Y. pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de 

virulência indicou a importância das subpopulações Treg e Th17 na eliminação da bactéria. 

As análises demonstraram que a infecção por Y. pseudotuberculosis tem como alvo células 

dendríticas e linfócitos T, diminuindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias e 

prejudicando a ativação da resposta imune adaptativa. Os fatores de virulência Yops parecem 



auxiliar no processo de subversão das defesas imunes, colaborando para evolução da infecção. 

Por outro lado, células Treg e Th17 mostraram importância no controle da infecção. 

Palavras Chaves: Yersinia pseudotuberculosis, células dendríticas, linfócitos T, citocinas 



ABSTRACT 

Y. pseudotuberculosis infection is a cause of intestinal and extraintestinal diseases. Infection 

resolution is related to the activation of Th1 cells, however, little is known about the influence 

of other T cells subsets, like Th17 and Treg, in the control of this infection. Dendritic cells are 

capable of directing the adaptive immune response by producing cytokines and presenting 

antigens to T cells, making them essential to T lymphocytes activation and differentiation. 

Thus, this study evaluated the role of different T lymphocytes subsets and the influence of 

dendritic cells on the development of the immune response against Y. pseudotuberculosis

infection. Here, we evaluated the T cells subsets CD4+, CD8+ and Foxp3+, present during Y. 

pseudotuberculosis infection and mutant samples bacterial virulence factors, and also the 

intracellular expression of cytokines (IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IFN- , TNF-  and TGF- ) by 

these cells. The role of Th17 and Treg cells in controlling the bacteria was analyzed by tests 

of depleted CD25+ cells and IL-17 neutralization. Furthermore, the influence of dendritic 

cells in modulating the immune response against Y. pseudotuberculosis was studied by 

determining the cytokine production (IL-6, IL-12, IL-10, IL-23, TNF-  and TGF- ) and co-

culture with lymphocytes from animals immunized with Y. pseudotuberculosis antigens. The 

results showed a reduction in proinflammatory cytokines production by dendritic cells 

infected with bacteria carrying the bacterial virulence plasmid, in both mice strains studied. 

YopJ and YopE virulence factors seem to influence IL-12 and TNF-  release. Analysis of IL-

10 levels showed a considerable production of this cytokine after Y. pseudotuberculosis

infection, more evident in cells obtained from BALB/c mice. The infection also decreased the 

ability of infected dendritic cells to activate T lymphocyte proliferation, with evidence of 

YopJ and YopE involvement. The determination of the T lymphocytes subsets and 

intracellular cytokines indicated that the infection had a greater influence over the CD4+ 

subset, marked by decreased expression of IL-2, TNF-  and IFN- . Evaluation of CD25+ 

cells depletion and IL-17 neutralization in mice infected with Y. pseudotuberculosis carrying 

the virulence plasmid indicated the importance of Th17 and Treg subsets in infection 

resolution. Analysis showed that Y. pseudotuberculosis infection targets dendritic cells and T 

cells, decreasing the proinflammatory cytokines secretion and impairing the activation of 

adaptive immune response. The Yops virulence factors appear to help in the process of 

immune defenses subversion, contributing to the infection evolution. Moreover, Treg and 

Th17 cells were important in controlling infection.

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, dendritic cells, T lymphocytes, cytokines
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O gênero Yersinia compreende três espécies que são patogênicas para roedores e 

humanos, Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica. Todas as três espécies 

demonstram tropismo por tecidos linfóides, apresentam capacidade de proliferar 

extracelularmente e são capazes de resistir à resposta imune do hospedeiro (Cornelis e Wolf-

Watz 1997). Y. pestis é o agente etiológico da peste, uma doença sistêmica fatal. Y. 

pseudotuberculosis e Y. enterocolitica causam distúrbios gastrointestinais, enterite e 

linfadenite mesentérica, geralmente auto-limitados (Viboud e Bliska 2005).  

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

virulon”), o qual codifica um sistema de secreção do tipo III (T3SS) e as “Yersinia outer 

proteins” (Yops), essenciais para a virulência bacteriana. As espécies patogênicas de 

Yersinia liberam seis diferentes proteínas efetoras no citosol da célula hospedeira: YpkA 

(denominada YopO em Y. enterocolitica), YopE, YopJ (chamada YopP em Y. 

enterocolitica), YopH, YopM and YopT, responsáveis pela inibição da resposta imune do 

hospedeiro. (Trülzsch et al., 2005, Navarro et al., 2005). 

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. 

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 

interferon gama (IFN- ). Em contraste, camundongos BALB/c exibem um perfil de 

suscetibilidade, com produção elevada de Interleucina (IL)-4 (Bohn e Autenrieth, 1996). 

A resposta imune hospedeira contra yersiniose é mediada pela ativação de diferentes 

tipos celulares. Mecanismos da resposta imune inata, envolvendo recrutamento de leucócitos 

polimorfonucleares, macrófagos e células “natural killer” (NK), desempenham um 

importante papel no controle do crescimento de Yersinia nos tecidos do hospedeiro 

(Autenrieth et al. 1993). Entretanto, a eliminação do patógeno está associada ao 

desenvolvimento de uma resposta imune celular Th1, caracterizada pela expansão de células 

T CD4+ específicas, secretoras de IFN-  e fator de necrose tumoral alfa (TNF- ) 

(Autenrieth e Heeseman, 1992, Autenrieth et al. 1993). 

Entretanto, pouco é conhecido sobre o papel de outras subpopulações de linfócitos T, 

distintas de Th1 e Th2, no controle da infecção por Yersinia. Respostas imunes protetoras 

desenvolvidas por células Th17 já foram determinadas em infecções contra fungos e 

patógenos extracelulares (Stockinger e Veldhoen, 2007). Linfócitos Th17 são caracterizados 
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por produzir IL-17 e IL-22, citocinas envolvidas com a estimulação de fibroblastos, células 

endoteliais e macrófagos, bem como recrutamento de leucócitos polimorfonucleares 

(Romagnani, 2006). Estudo recente demonstra que a citocina IL-17 pode desempenhar um 

importante papel na imunidade protetora contra Y. pestis, indicando uma possível função da 

subpopulação de linfócitos Th17 na defesa contra Yersinia (Jr-Shiuan et a., 2011). 

Estudos anteriores têm descrito um grande número de citocinas pró-inflamatórias 

associadas com a resposta imune contra a infecção por Yersinia enteropatogênica (Bohn e 

Autenrieth 1996, Bohn et al. 1998, Matteoli et al. 2008), mas os mecanismos imunológicos 

que mantêm o equilíbrio entre os efeitos benéficos e negativos da inflamação durante o 

curso da infecção não estão claros. Uma subpopulação de linfócitos T, conhecidos como T 

regulatórios (Treg), desempenha uma importante função na manutenção da homeostasia do 

sistema imune, podendo influenciar o curso das infecções. Células Treg CD4+CD25+ 

representam 7% a 10% de todas as células T CD4+ presentes na periferia (Chen et al. 2005) 

e possuem um importante papel no controle da resposta inflamatória exacerbada, a qual pode 

conduzir à injuria tecidual e controle ineficiente das infecções. Zhong et al (2010) mostrou a 

depleção in vivo de células CD25+ conduz a  maior suscetibilidade de camundongos à 

infecção aguda do trato gastrointestinal por Y. enterocolitica, evidenciando o papel das 

células Treg no controle da infecção. 

A modulação das respostas de células T está diretamente relacionada ao 

reconhecimento e apresentação dos antígenos pelas células apresentadoras de antígenos 

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

secretada (Ueno et al., 2007). As células dendríticas são um importante grupo de APCs, 

encontradas em quase todos os tecidos periféricos. Desempenham papéis importantes em 

toda a resposta imune, tanto na imunidade inata quanto na adaptativa. Por meio da 

apresentação de antígenos às células T e produção de diversas moléculas, células dendríticas 

podem orientar a resposta imune adaptativa, conduzindo a expansão e diferenciação de 

linfócitos específicos (Ueno et al., 2007). 

A ativação de distintas subpopulações de linfócitos T gera diferentes tipos de 

respostas, que podem influenciar o curso de uma infecção. A determinação dos mecanismos 

de diferenciação e do papel de células T durante infecções pode auxiliar no desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas no combate aos patógenos. 
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2.1 Espécies patogênicas de Yersinia e fatores de virulência 

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

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

predominantemente extracelulares (Simonet et al., 1990), sendo que três espécies são 

patogênicas para o homem, Y. pestis, responsável pelo desenvolvimento da peste bulbônica 

(Carniel, 2002), Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, que causam desordens 

gastrintestinais, geralmente auto limitadas no homem (Bottone, 1999).  

Lipopolissacarídeo (LPS) é um importante componente da membrana de bactérias 

Gram-negativas, formado por três regiões distintas: lipídeo A, oligossacarídeo e 

polissacarídeo específico O (antígeno O). Os genes responsáveis pela biossíntese do 

antígeno O são cromossomais e altamente polimórficos (Skurnik e Zhang, 1996). Baseado 

nas diferenças estruturais do antígeno O, Y. pseudotuberculosis pode ser dividida em 

sorotipos, importantes para diagnóstico e caracterização epidemiológica. A caracterização 

estrutural desses sorotipos permite identificar subtipos, como: sorotipos O:1 e O:2 são 

divididos em subtipos a, b, e c e sorotipos O:4 e O:5 são divididos em subtipos a e b, 

respectivamente. Além disso, os sorotipos de O:1 a O:7 ainda são caracterizadas pela 

presença de um sorogrupo específico, 3,6-dideoxyhexoses (DDHs), no antígeno O 

(Bogdanovich et al., 2003). 

A ingestão Yersinia enteropatogênica através de água ou alimentos contaminados 

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

Em casos raros, principalmente em pacientes imunodeprimidos e portadores de 

hemocromatose, a bactéria pode disseminar-se sistemicamente, com elevadas taxas de 

mortalidade (Abbott et al. 1986, Paglia et al. 2005). 

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

adquirido por via oral invade as células M, localizadas no epitélio intestinal associado ao 

folículo 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. 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). 
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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 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 modelo murino de yersiniose estabelecido por Carter & 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. 

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). A evasão dos mecanismos de defesa do hospedeiro pelas espécies 

enteropatogênicas de Yersinia é possibilitada por fatores de virulência codificados por genes 

cromossomais (inv, ail, yst, irp2 e myf) e por genes plasmideais (yadA e yop), que 

promovem a invasão da bactéria, aquisição de ferro e paralisam especialmente as funções do 

sistema complemento e a fagocitose (Carniel, 2002).  Todas as cepas patogênicas albergam 

um plasmídeo de 70-kb, chamado pYV, que é essencial para a virulência bacteriana 

(Cornelis et al., 1998), e permite que a mesma estabeleça seu nicho ecológico 

extracelularmente ou no interior de macrófagos (Bottone, 1999). Este plasmídeo codifica o 

T3SS, a proteína YadA, numerosas proteínas denominadas Yops e o LcrV (Cornelis et al, 

1998).  
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O T3SS 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 (TLR) do tipo 2, sendo que sua atividade 

imunomodulatória está associada à indução de IL-10, mediador que auxilia na supressão de 

citocinas pró-inflamatórias (Brubaker, 2003).  
As Yops, 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, 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). YopH e YopE suprimem a produção 

de espécies reativas de oxigênio por inibir o “burst oxidativo” (Bliska e Black, 1995). YopM 

está associada com a depleção de células 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., 2001), induz 

apoptose em macrófagos (Monack et al., 1998). 

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, 
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ou seja, aquela portadora do gene para expressão de YopP, indicando o papel dessa proteína 

na indução da apoptose 

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

primeira linha de defesa do sistema imune, envolvendo recrutamento de leucócitos 

polimorfonucleares, macrófagos e células NK (Autenrieth et al., 1994). Subseqüentemente, 

uma importante resposta imune adaptativa é requerida para combater a infecção, sendo que a 

sua resolução está associada à ativação de células Th1 (Autenrieth et al., 1994). 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 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- , são 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, IL-10 parece agir antagonicamente a IL-12, aumentando 

a suscetibilidade de camundongos BALB/c (Bohn e Autenrieth, 1996). 

2.2 Células dendríticas e a sua função na resposta imune  

A modulação das respostas dos linfócitos T está diretamente relacionada com o 

reconhecimento e apresentação dos antígenos. APCs são responsáveis por capturar 

patógenos e apresentar seus antígenos para linfócitos T, fornecendo os sinais necessários 

pata sua expansão e diferenciação (Ueno et al., 2007).

As células dendríticas são o principal grupo de APCs, encontradas em quase todos os 

tecidos periféricos, bem como em órgãos linfóides primários (timo e medula óssea) e 

secundários (linfonodos, PP e baço) e circulando no sangue (Guermonprez et al., 2002). 
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Desempenham papéis importantes em toda a resposta imune, tanto na imunidade inata 

quanto na adaptativa, como liberação de IFNs tipo I no combate à 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, Heath e Carbone, 2009). Células dendríticas derivadas de linhagens 

distintas diferem na sua distribuição tecidual, produção de citocinas e condições de 

crescimento (Adams et al., 2005, Heath e Carbone, 2009). 

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

às células dendríticas convencionais ou “mielóides”, dentre elas: 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 subpopulações, porém 

informações precisas sobre as funções de cada subpopulação 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 subpopulações diferem na 

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

(Maldonado-Lopez et al., 2001), têm capacidade de capturar células apoptóticas e habilidade 

para apresentação cruzada de antígenos, onde peptídeos derivados de antígenos exógenos 

associam-se a moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (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 não expressarem 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 antitumorais (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 
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Reinecker, 2006). Células dendríticas utilizam diversos mecanismos para capturar os 

antígenos, como fagocitose, endocitose e pinocitose. As proteínas dos antígenos são 

processadas em peptídeos e apresentadas na superfície celular ligada a moléculas do 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 células dendríticas 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 a resposta imune adaptativa, conduzindo a anergia das 

células T, mecanismo responsável pelo estabelecimento da tolerância periférica (Steinman et 

al., 2003). 

Produtos microbianos constituem uma forma fisiológica de ativação das células 

dendríticas (Kadowaki et al., 2001). Assim como outras APCs, as células dendríticas 

expressam receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) que interagem com um limitado 

repertório de padrões moleculares conservados, denominados padrões moleculares 

associados ao patógeno (PAMPs), presentes em produtos microbianos e moléculas do tecido 

hospedeiro lesado (Ueno et al., 2007). Dentre esses receptores estão os TLRs. A interação 

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

secreção de citocinas, modulando a ativação da resposta imune adaptativa de acordo com as 

interações microbianas.  

Outro grupo de PRRs expressos por células dendríticas são os receptores de lectina 

tipo C, os quais interagem com carboidratos de glicoproteínas de antígenos próprios e alguns 

patógenos, que exploram essa interação para inibir a ativação da resposta imune mediada por 

células T. Células dendríticas residentes ou não ativadas expressam elevados níveis de 

receptores de lectina tipo C, enquanto células dendríticas ativadas e maduras têm baixa 

expressão (Ebner et al., 2004). Desse modo, TLRs e receptores de lectina tipo C estão 

envolvidos com o balanço entre tolerância imunológica e ativação celular (Hawiger et al., 

2001; Liu et al., 2002).  
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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.  

As células dendríticas são capazes de orientar a diferenciação dos linfócitos T por 

meio de suas citocinas secretadas (Ueno et al., 2007). Identificar quais citocinas estão sendo 

liberadas para diferenciação de determinadas subpopulações de linfócitos T, durante 

infecção por Yersinia pseudotuberculosis, permite melhor compreender o processo de 

ativação das células T, e assim, criar estratégias para manipulação da resposta imune 

visando combater a infecção. 

2.3 Subpopulações de linfócitos Th17 e Treg na imunidade antimicrobiana 

A imunidade a microrganismos depende da função de numerosos tipos celulares e 

seus produtos secretados. O desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, com 

ativação e diferenciação de linfócitos T antígeno específicos, é essencial para a defesa contra 

agentes infecciosos. Recentemente, estudos têm discutido o papel de subpopulações de 

linfócitos T, distintas de Th1 e Th2, no controle de processos infecciosos e eliminação de 

patógenos.  

Nesse contexto, uma subpopulação de linfócitos T, denominada Th17, surge 

demonstrando influenciar a imunidade antimicrobiana, atuando principalmente contra 

bactérias extracelulares e fungos (Stockinger e Veldhoen, 2007). Os primeiros relatos sobre 

o papel da subpopulação Th17 ocorreram em 2005 em pacientes portadores de 

encefalomielite autoimune experimental (Park et al., 2005, Harrington et al., 2005), 

modificando o paradigma da diferenciação de células T CD4+ apenas em subpopulações 

Th1 e Th2. 

Subsequentes estudos mostraram que a citocina denominada fator de transformação 

do crescimento beta (TGF- ), anteriormente relacionada com a supressão da resposta imune, 

possui importante papel na indução de células Th17. Na presença de IL-6, TGF-  estimula a 

expressão de um fator de transcrição chamado “retinoic acid receptor-related orphan 

receptor” (ROR t), identificado como regulador do desenvolvimento da subpopulação Th17. 
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(Ivanov et al., 2006) Desse modo, dependendo do microambiente inflamatório TGF-  pode 

estimular uma resposta pró-inflamatória ou imunossupressora (Mangan et al., 2006, Carrier 

et al., 2007, Manel et al., 2008). 

Enquanto o desenvolvimento de células Th17 está relacionado à presença de IL-6 e 

TGF- , a manutenção das funções efetoras desta subpopulação de linfócitos T envolve o 

papel de outra citocina, chamada IL-23. Produzida por células da imunidade inata, 

principalmente células dendríticas, IL-23 é responsável pela expansão e manutenção da 

subpopulação Th17, além de recrutar este tipo celular para sítios inflamatórios (Stockinger e 

Veldhoen, 2007, Ahern et al., 2010). Células T naive não possuem receptores para IL-23, 

sua expressão é induzida após diferenciação em células Th17 (Louten et al., 2009), 

indicando que o papel de IL-23 se restringe ao suporte da subpopulação Th17 ativada, sendo 

que a ausência de IL-23 diminui o potencial inflamatório de células Th17. (Torchinsky e 

Blander, 2010). 

Posteriormente, outra citocina, IL-21, foi identificada com função na diferenciação 

de células Th17. Em camundongos deficientes de IL-6, IL-21 tem a capacidade de regular 

positivamente a expressão de ROR t, promovendo a diferenciação em células Th17 (Korn et 

al., 2007). APCs não apresentam expressão de IL-21, sendo este mediador produzido por 

células NK e linfócitos T ativados, inclusive células Th17, (Parrish-Novak et al., 2000) 

sugerindo uma regulação autócrina da subpopulação Th17. Estudo indica que a IL-21 pode 

também estar relacionada com a manutenção de células Th17 de memória (Korn et al., 

2007).  

Durante a resposta imune Th17, células produtoras de IL-17A (também conhecida 

apenas como IL-17) e IL-17F são identificadas. Ambas as citocinas pertencem á família IL-

17 e possuem propriedades pró-inflamatórias. IL-17A e IL-17F atuam sobre outros tipos 

celulares induzindo a expressão de citocinas (TNF- , IL-1 , IL-6) e quimiocinas (CXCL1, 

CXCL8, CXCL10), e recrutam neutrófilos para os sítios inflamatórios (Cua e Tato, 2010).  

Outra importante citocina produzida por células Th17 é a IL-22. Células imunes não 

possuem receptores para IL-22, sendo assim este mediador tem importante função na 

manutenção da integridade das barreiras epiteliais durante a resposta inflamatória por 

regular a inflamação tecidual em células não imunes, como células epiteliais (Torchinsky e 

Blander, 2010). O bloqueio de IL-22 resulta em aumento da suscetibilidade a patógenos 

entéricos, indicando um papel para a citocina na imunidade das mucosas (Zheng et al., 

2008). 
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Diferentes mediadores regulam negativamente a diferenciação de células Th17. 

Células da imunidade inata são capazes de produzir IL-27, um membro da família da 

citocina IL-12, que bloqueia a diferenciação Th17 por inibir diretamente a expressão de 

ROR t, além de estimular a produção de IL-10 por células T ativadas (Torchinsky e 

Blander, 2010). É conhecido que a citocina IL-10 pode controlar a resposta de ambas 

subpopulações Th1 e Th17. Estudo mostra que células T CD4+ produtoras de IL-17 

expressam receptores para IL-10 (Huber et al., 2011), sugerindo um mecanismo direto 

mediado por IL-10 para supressão da resposta de células Th17. Em adição, é conhecido que 

algumas células da subpopulação Th17 têm a capacidade de produzir IL-10, podendo ser 

considerado um mecanismo de autorregulação para limitar os danos causados pela resposta 

inflamatória exacerbada (Torchinsky e Blander, 2010). 

Células Th17 são uma subpopulação com elevada plasticidade fenotípica e funcional 

A presença de células Th17 IFN- +, IL-4+ ou Foxp3 (“forkhead box P3”)+ já foram 

reportadas em diferentes doenças, como asma, inflamação e câncer (Wilke et al., 2011). 

Estudos mostram que células produtoras de IL-17 poderiam ser repolarizadas em fenótipos 

Th1 ou Th2 na presença de IL-12 ou IL-4, respectivamente (Lexberg et al., 2008), ou ainda 

células Treg estimuladas com IL-6 poderiam alterar seu fenótipo e produzirem IL-17 (Xu et 

al., 2007). Assim, a diferenciação em células Th17 estaria fortemente relacionada com as 

citocinas secretadas no microambiente inflamatório.  

Várias funções já foram descritas para células Th17. Desde sua identificação as 

células Th17 são associadas à patogênese de doenças autoimunes, como artrite reumatoide, 

esclerose múltipla e psoríase. A supressão da ativação da subpopulação Th17 e o bloqueio 

das citocinas relacionadas a este tipo celular têm sido testados para auxiliar o tratamento de 

pacientes com doenças autoimunes, objetivando a redução do processo inflamatório por 

inibição de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas (Krueger et al., 2007). 

Células Th17 podem ainda estar relacionadas com a imunidade antitumoral, porém 

contribuindo tanto para a imunidade protetora, especialmente em pacientes com tumores 

epiteliais, quanto podem estar relacionadas com a evolução de tumores, como em pacientes 

com câncer de colón associado à colite e carcinoma hepatocelular associado a hepatites, por 

aumentar o processo inflamatório (Wilke et al., 2011). 

Respostas imunes protetoras e patológicas têm sido descritas relacionando células 

Th17 e doenças infecciosas. Em infecções causadas por bactérias extracelulares e fungos, a 

resposta imune desenvolvida por células Th17 aparece como importante mediador da defesa 

hospedeira, principalmente por induzir a secreção de peptídeos antimicrobianos nas células 
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epiteliais e sinalizar o recrutamento de neutrófilos. (Van de Veerdonk et al., 2009) Células T 

produtoras de IL-17 já mostraram influenciar no controle de infecções como Helicobacter 

pylore (Algood et al., 2009), Citrobacter rodentium e Klebsiela pneumoniae, mostrando 

função no recrutamento de neutrófilos e células B para o sítio da infecção (Korn et al., 

2009). 

Em infecções virais e parasitárias, o papel da resposta imune Th17 é pouco claro. 

Relatos apontam que células Th17 podem ser prejudiciais nesses casos por inibir a apoptose 

de células infectadas por vírus ou estimular a inflamação persistente em infecções com 

helmintos (Van de Veerdonk et al., 2009). 

Existe carência de estudos sobre o papel da subpopulação de linfócitos Th17 na 

infecção por Yersinia enteropatogênica. Dados recentes demonstram que a citocina IL-17 

pode desempenhar um importante papel na imunidade protetora contra Y. pestis, indicando 

uma possível função da subpopulação de linfócitos Th17 na defesa contra as espécies 

patogênicas de Yersinia (Jr-Shiuan et a., 2011). 

A eficácia da imunidade adaptativa contra patógenos não depende apenas do 

desenvolvimento de uma resposta imune pró-inflamatória. Outras subpopulações de células 

T contribuem para minimizar os danos causados pelos mecanismos efetores das reações 

inflamatórias. Estas células, denominadas Tregs, possuem funções regulatórias e atuam 

contra componentes do sistema imune (Suvas e Rouse, 2006).  

Células Tregs desempenham um papel indispensável na manutenção da 

irresponsividade a antígenos próprios e na supressão de respostas imunes deletérias ao 

hospedeiro (Sakaguchi et al., 2008), sendo encontradas nos tecidos do organismo e órgãos 

linfoides periféricos mesmo na ausência de inflamação (Sather et al., 2007). Células Treg 

humanas foram primeiramente caracterizadas como células T CD4+CD25+ (Ng et al., 

2001). Posteriormente, Foxp3 foi descrito como o principal gene que regula o 

desenvolvimento e função desta subpopulação (Hori et al., 2003, Fontenot et al., 2003). 

As células Treg originadas no timo são denominadas células Treg naturais e 

expressam elevados níveis de Foxp3 e receptor de IL-2 (CD25) (Daniele et al., 2011). A 

presença de CD25 na superfície das células Treg promove um controle das respostas imunes 

por secreção desta citocina. Portanto, IL-2 produzida por células T ativadas contribui tanto 

para diferenciação de células T CD4+ e expansão de células T de memória e células NK, 

quanto para estimulação da subpopulação Treg (Sakaguchi et al., 2008). O desenvolvimento 

de células Treg naturais é essencialmente citocina independente e acontece após interação do 
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TCR com complexo MHC de classe II e peptídeos próprios expressos no estroma tímico 

(Daniele et al., 2011). 

Outra subpopulação de células Treg, chamadas células Treg induzidas, tem origem 

no timo como células T CD4+ e diferenciam-se em células Treg após exposição a um 

antígeno, na presença de sinais específicos como IL-10 e TGF- . (Suvas e Rouse, 2006; 

Daniele et al., 2011). Dentre os componentes dessa subpopulação estão as células T 

regulatórias 1 (Tr1), secretoras de IL-10 e células T auxíliares 3 (Th3) produtoras de TGF-

(O’Garra e Vieira 2004). 

A função de células Treg ainda pode ser potencializada na presença de TNF- , 

através da ligação desta citocina pró-inflamatória com o TNFR2 altamente expresso na 

superfície da subpopulação de linfócitos Treg (Campbell e Koch, 2011), sugerindo um 

mecanismo de controle da resposta imune inflamatória. 

Vários estudos têm relatado a contribuição de diferentes moléculas na função 

supressora das Tregs (Yamaguchi et al., 2011), porém a importância e o papel preciso de 

cada molécula não estão claros. A diferenciação de células T naive em células T efetoras 

pode ser suprimida por células Treg através da privação de sinais de ativação. A proteína 

CTLA-4 (“Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4”), altamente expressa nas células Treg, 

compete com a molécula CD28, presente nas células T convencionais, pelo sítio de ligação 

com as moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 durante a ativação da resposta imune 

adaptativa (Yokosuka et al., 2010). A ausência de sinalização por falta de interação entre 

CD28 e as moléculas co-estimuladoras impede a ativação das células T convencionais e 

ainda, a ligação do CTLA-4 pode induzir a conversão de células T naive em células T 

Foxp3+, processo dependente de TGF-  (Zheng et al., 2006).  

Estudo indica que a imunossupressão mediada por células Treg CD4+ CD25+ exige 

o contato direto entre células e ocorre através da interação de TGF-  presente na superfície 

celular de células Treg e TGF- R nas células alvo (Nakamura et al, 2011). Deficiências na 

sinalização de TGF-  conduzem a doenças linfoproliferativas similares àquelas observadas 

em camundongos deficientes de células Treg Foxp3+ (Yamaguchi et al., 2011). 

Em ambientes inflamatórios, como nos casos de infecção microbiana, células Treg 

adquirirem a capacidade para destruir ou inativar células T efetoras e APCs, através de 

granzima/perforina e produção de IL-10, reduzindo a resposta inflamatória exacerbada. IL-

10 também pode estimular a diferenciação de células T CD4+ naive em células produtoras 

de IL-10 (Yamaguchi et al., 2011). 
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A plasticidade fenotípica e funcional de células Treg é pouco conhecida. Zhou et al. 

(2009) reportou que células Treg podem diminuir a expressão de Foxp3 e adquirir a 

capacidade de produzir citocinas como IFN- , sugerindo que o microambiente pode 

influenciar nas funções deste tipo celular. 

Estudos demonstram que células Treg podem modular a resposta imune adaptativa, 

podendo causar consequências benéficas ou destrutivas ao hospedeiro. Células Treg 

aparecem em grande número no sítio tumoral e linfonodos drenantes de pacientes portadores 

de diversos tumores, como trato gastrointestinal, pulmão e fígado. Entretanto, células Treg 

podem suprimir a resposta imune antitumoral, contribuindo para evolução da patologia 

(Nishikawa et al., 2010). Por outro lado, a deficiência de células Treg tem sido associada ao 

desenvolvimento de doenças autoimunes, incluindo esclerose múltipla, artrite reumatóide e 

diabetes tipo I (Viglietta et al., 2004; Ehrenstein et al., 2004; Lindley et al., 2005; ). 

No caso de processos infecciosos, células Treg parecem conter os danos causados 

pela inflamação. A depleção de células Treg CD4+ CD25+ em camundongos infectados 

com H. pylori conduz a aumento da resposta imune à bactéria, porém eleva a inflamação 

gástrica, prejudicial ao hospedeiro (Raghavan et al., 2003). 

Existe deficiência de estudos sobre o papel das células Treg na yersiniose. Um único 

estudo relaciona a depleção de células T CD25+ com aumento da suscetibilidade à infecção 

por Yersinia enteropatogênica, indicando a importância da desta subpopulação no controle 

da fase aguda da infecção do trato gastrointestina (Zhong et al., 2010).  

A infecção por Y. pseudotuberculosis pode influenciar a resposta de linfócitos T e 

células dendríticas, sendo que, as alterações observadas nessas células podem prejudicar a 

resolução da infecção. Estudos adicionais são necessários para identificar a contribuição 

destes tipos celulares na evolução da infecção.  
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3.1 Objetivo geral 

Avaliar o papel de distintas subpopulações de linfócitos T e a influência de células 

dendríticas no desenvolvimento da resposta imune contra a infecção por Y. 

pseudotuberculosis. 

3.2 Objetivos específicos 

- Avaliar a secreção de citocinas (IL-6, IL-12, IL-10, IL-23, TNF- , TGF- ) por 

células dendríticas pulsadas com diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis.  

- Determinar a capacidade de células dendríticas pulsadas com diferentes amostras 

de Y. pseudotuberculosis ativar ou não linfócitos T provenientes de animais imunizados com 

os antígenos bacterianos. 

- Avaliar a expressão de citocinas intracelulares (IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IFN- , 

TNF- , TGF- ) por linfócitos T de camundongos infectados com as diferentes amostras de 

Y. pseudotuberculosis. 

- Analisar fenotipicamente as subpopulações linfócito T presentes no baço de 

animais infectados ou não com diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis 
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4.1 Fluxograma de experimentos 
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4.2 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 

UNESP, onde foram mantidos em isoladores, com acesso à ração e água esterilizadas em 

autoclave a 120°C por 15 minutos. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo 

ao Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (CEP/FCF/CAr 04/2009). 

4.3 Amostras bacterianas 

Yersinia pseudotuberculosis YPIIIpIBI (portadora do plasmídeo de virulência) e 

diferentes amostras deficientes para determinados fatores de virulência Yop: YpIIIpIB232 

(YopJ-), YpIIIpIB143 (YopM-), YpIIIpIB29 (YopH-), YpIIIpIB522 (YopE-). Amostras 

cedidas 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. 

4.4 Infecção experimental dos animais 

4.4.1 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 (“Tryptic Soy Broth”) , 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 uma suspensão a 

108 UFC/mL para inoculação de 2 camundongos por via intravenosa (0,2 mL de suspensão 

bacteriana). Decorrido um período de 24 horas da inoculação, os animais foram 

eutanasiados, seus baços retirados e macerados em 1 mL de solução estéril de NaCl 0,85%. 
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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. 

4.4.2 Determinação da dose infectante 

Para determinar a dose infectante de cada amostra bacteriana usada neste trabalho, 

grupos de cinco camundongos foram inoculados por via intragástrica com três suspensões de 

diferentes concentrações e observados por um período de trinta dias. O crescimento 

bacteriano obtido no meio de cultura BAB, devidamente reativado, foi ressuspendido em 

solução salina 0,85% estéril e padronizado em espectrofotômetro a 550nm, conforme já 

descrito. A partir da suspensão contendo 1010 UFC/mL foram feitas diluições do inóculo a 

fim de se ajustar o número de UFC/mL a serem inoculadas. Grupos de 5 camundongos 

foram inoculados por via intragástrica com cada uma das diluições a serem testadas (três 

diluições de cada amostra) baseadas em dados da literatura (Mecsas et al., 2001) e 

observados diariamente por um período de 30 dias. O número de mortes dentro deste 

intervalo foi devidamente anotado. 

Para a amostra portadora do plasmídeo de virulência foram testadas as concentrações 

de 109, 108 ou 107 CFU/mL. Após o período de observação, foi possível escolher a 

concentração de 108 CFU. Para a determinação da dose infectante das amostras mutantes os 

camundongos foram inoculados com suspensões bacterianas contendo 109, 108 ou 107

UFC/mL.

4.4.3 Preparo do inóculo 

Após a reativação e determinação da dose infectante, foi preparado o inóculo 

bacteriano a ser utilizado na infecção dos animais. Este inóculo foi preparado com a 

amostra reativada de acordo com a metodologia anteriormente descrita. A concentração da 

dose inoculada foi sempre confirmada através da semeadura da suspensão contendo 104

UFC/mL (0,1 mL) em meio de cultura BAB. 

4.4.4 Esquema de infecção 

Lotes de 4 animais por grupo de experimento foram infectados por via intragástrica 

com a amostra de Yersinia pseudotuberculosis YpIIIpIB1 e as mutantes deficientes para os 

fatores de virulência, mantendo-se o mesmo número de animais não infectados como 

controle. Grupos de animais infectados e controles foram eutanasiados e os baços obtidos 

(em condições assépticas) no 7º, 14º, 21º e 28º dias após a infecção. 



41 

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

As amostras bacterianas foram cultivadas como descrito anteriormente, mortas pelo 

calor através de incubação a 60°C por 1 hora, coletadas por centrifugação, lavadas duas 

vezes com PBS (“Phosphate-Buffered Saline”), pH 7,2, e ressuspendida no mesmo. Estas 

suspensões bacterianas foram congeladas e posteriormente liofilizadas para que, na forma de 

pó, fosse possível a sua utilização. 

Os antígenos liofilizados das amostras bacterianas foram utilizados no processo de 

imunização dos camundongos, possibilitando a obtenção de linfócitos T antígeno 

específicos. 

4.6 Diferenciação de células dendríticas a partir de precursores de Medula Óssea 

As células dendríticas foram diferenciadas a partir de precursores da medula óssea 

isolados de fêmur e tíbia dos animais segundo protocolo descrito por Malowany et al. 

(2006). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10% de Soro 

Fetal Bovino (“Fetal Bovine Serum” – FBS), 100 U/ml penicilina, 100 μg/ml 

estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 50 mM mercaptoethanol, 1 mM piruvato de sódio, 40 

pg/ml de GM-CSF (Fator estimulante de colônias granulocítica e monocítica) (para 

diferenciação de células dendríticas) recombinante murino (BD Pharmigem). Três e cinco 

dias após a cultura inicial, o meio da cultura foi trocado e suplementado com GM-CSF. No 

sexto dia, 1x106 células dendríticas foram cultivadas com Y. pseudotuberculosis durante 24h 

horas para captura dos antígenos.  

Células dendríticas foram infectadas com as amostras bacterianas de 

Y.pesudotuberculosis utilizadas no estudo (MOI 10:1) por 60 min., em seguida foi 

adicionado às culturas 100μg/mL de gentamicina, com posterior incubação de 24 horas. 

Outra parte das células dendríticas obtidas foi cultivada por 24 horas, em estufa a 37ºC, 

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

ou mesmo na presença apenas de RPMI-1640. O sobrenadante das culturas foi coletado e 

armazenado a -80ºC para posterior determinação das citocinas secretadas (IL-6, IL-12, IL-

10, IL-23, TNF- , TGF- ).  
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4.7 Determinação da produção de citocinas por ELISA

A determinação das citocinas foi realizada em sobrenadante de cultura de células 

dendríticas, utilizando kits comerciais, IL-6, IL-12, IL-10, TNF- , TGF-  (OptEIA ELISA 

set, BD PharMingen) e IL-23 (ELISA READY SET GO, eBioscience) seguindo as 

instruções do fabricante.  

Microplacas de poliestireno de 96 cavidades foram adsorvidas com um anticorpo de 

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

foram lavadas com PBS 0,05% Tween-20 e bloqueadas com PBS + 10% de FBS, pH 7.0, e 

novamente lavadas. Foram adicionados à placa os padrões das diversas citocinas ou o 

sobrenadante teste, incubadas à temperatura ambiente, e lavadas. Posteriormente, foram 

adicionados anticorpo de detecção e reagente enzimático em cada cavidade, seguido de 

incubação e lavagens. Foi, então, adicionado o substrato nas cavidades. A reação foi 

interrompida adicionando-se solução stop (H2SO4 2N). As absorbâncias foram lidas a 

450nm em leitor de ELISA (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div), e as 

concentrações das citocinas foram quantificadas utilizando uma curva padrão previamente 

estabelecida com quantidades conhecidas. 

4.8 Quantificação das subpopulações de linfócitos T e determinação do padrão de 

citocinas através de citometria de fluxo (Morita et al., 1998) 

4.8.1 Obtenção de células do baço  

Os camundongos do grupo controle e infectados foram eutanasiados em câmara de 

CO2, os baços e linfonodos retirados em condições assépticas e macerados em 5 mL de PBS 

gelado. As suspensões celulares obtidas foram transferidas para tubos de polietileno e 

lavadas 2 vezes por centrifugação a 350g. Após a centrifugação, as células foram incubadas 

por 5 minutos à temperatura ambiente em cloreto de amônio 0,83% e FBS (3:1) para que 

ocorra a lise das hemácias. As células foram lavadas com 5 mL de RPMI-1640 

suplementado com 10% de FBS, 2 mM de L-glutamina, 5x10-5 M de 2-mercaptoetanol, 10 

µg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. Em seguida as células foram 

ressuspendidas em 1 mL RPMI, igualmente suplementado, para contagem do número de 

células viáveis. 
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4.8.2 Viabilidade celular  

O número de células viáveis presente no baço e linfonodos de cada camundongo foi 

avaliado através da técnica de exclusão do Azul Trypan. Para isso as células foram diluídas 

1:100 no respectivo corante e contadas em Câmara de Neubauer. 

4.8.3 Análise fenotípica dos linfócitos  

Para cada animal foi preparada uma suspensão contendo 1x106 células/mL em meio 

RPMI-1640 suplementado Esta suspensão de células foi usada para realização da análise 

fenotípica e para detecção intracitoplasmática das citocinas.  

Uma parte desta suspensão, destinada à incubação com anticorpos monoclonais 

contra marcadores de superfície celular, foi centrifugada a 350g por 5 minutos. O sedimento 

celular foi solubilizado em solução de PBS contendo 1% de BSA e 1μL de Mouse FcBlock 

(BD PharMingen) foi adicionado a cada tubo. Após incubação de 20 minutos a 4ºC iniciou-

se a marcação dos antígenos CD3, CD4, CD8. Para isso, as células foram incubadas por 30 

minutos a 4ºC com quantidades saturantes dos anticorpos específicos para cada antígeno. 

Ao término desta incubação, as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 

1% de BSA (350g / 5 minutos) e ressuspendidas em PBS contendo 1% de formol. As células 

permaneceram na solução de PBS 1% de formol, a 4ºC e no escuro até o momento da 

análise no citômetro de fluxo FACSCanto (BD). As imunoglobulinas isotipo-específicas, 

não reagentes, marcadas com os mesmos fluorocromos foram utilizadas como controles 

(isotipo controle). Para análise dos dados foi utilizado o programa FACSDiva (BD). 

4.8.4 Determinação da produção de citocinas intracelulares por citometria de 

fluxo

A suspensão de células destinadas à detecção das citocinas intracitoplasmáticas (IL-

2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF- , IFN-  e TGF- ) foi distribuída em uma placa de 24 cavidades. 

Parte destas células foi estimulada com 25 ng/mL de forbol miristato acetato (PMA) (Sigma) 

e 1 µg/mL de ionomicina (Sigma), e a outra parte não recebeu estímulo. As células foram 

incubadas por 37ºC, em atmosfera contendo 5% de CO2, por 4 horas. Em seguida, foram 

adicionados 10 µg /mL de brefeldina A (Sigma) a todas as cavidades e a placa foi incubada, 

nas mesmas condições de temperatura e tensão de CO2, por mais duas horas. A brefeldina A 

foi utilizada para melhorar a análise das citocinas intracelulares devido ao seu efeito 

inibitório na secreção de proteínas, o que permite um acúmulo das citocinas no complexo de 

Golgi e conseqüentemente um aumento do sinal detectado pelo citômetro de fluxo. Ao final 
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do período total de seis horas de incubação, as suspensões de células foram lavadas e 

ressuspendidas em PBS 1% de BSA (350g / 5 minutos). Foi adicionada às suspensões 

celulares 1μL da solução Mouse FcBlock. (BD PharMingen) e as células foram incubadas a 

4ºC por 20 minutos. Terminada esta incubação, as células foram distribuídas nos respectivos 

tubos de citometria e iniciou-se a marcação das moléculas de superfície. Para isto, foram 

adicionados os anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, marcados com fluorocromos, e 

incubados por 30 minutos, a 4ºC e ao abrigo da luz. Em seguida as células foram lavadas 

duas vezes com PBS 1% BSA (350g / 5 minutos) e ressuspendidas em solução 

CytoFix/CytoPerm (BD PharMingen) a fim de proporcionar a fixação e permeabilização das 

células. Após uma incubação de 20 minutos a 4ºC e ao abrigo da luz, as células foram 

lavadas com o tampão Perm Wash (BD PharMingen). As células foram ressuspendidas em 

50µL de Perm Wash e então foram adicionados os anticorpos monoclonais citocina-

específicos e anticorpos monoclonais isotipo-controles. Seguiu-se nova incubação a 4ºC e ao 

abrigo da luz por um período de 30 minutos. As células foram lavadas duas vezes com Perm 

Wash, em todos os tubos foi adicionado PBS 1% de formol e acondicionados a 4ºC e ao 

abrigo da luz até o momento da análise no citômetro de fluxo. A análise dos dados foi feita 

em citômetro FACSCanto usando o programa FACSDiva (BD). 

4.9 Avaliação funcional das subpopulações de linfócitos Treg e Th17

4.9.1 Linfócitos Tregs 

Para o estudo da subpopulação Treg foi realizado ensaio de depleção in vivo de 

linfócitos com anticorpo purificado anti-CD25 (Biolegend) (Zhong et al., 2010) e posterior 

determinação do número de CFU no baço dos animais infectados e controles. Camundongos 

C57BL/6 foram infectados por via intragástrica com amostra de Y. pseudotuberculosis

portadora do plasmídeo de virulência (YpIIIpIB1). Uma semana anterior à infecção, os 

camundongos começaram a ser tratados com inoculações intraperitoneais de 250μg de anti-

CD25, com intervalos de 2 dias, tratamento que manteve-se durante toda cinética de 

infecção. Grupos de 4 animais infectados e controles foram eutanasiados no 7º, 14º, 21º e 

28º dias após a infecção e seus baços foram retirados em condições assépticas. Parte da 

suspensão (0,1mL) resultante da maceração do baço foi semeada em meio de cultura BAB e 

incubada à 25ºC por 48 horas. O número de CFU foi determinado após observação do 

crescimento bacteriano. A depleção foi acompanhada durante todo o período por análises em 

citometro de fluxo BD FACsCanto. 
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4.9.2 Linfócitos Th17 

Para o estudo da subpopulação Th17 foi realizado ensaio de neutralização in vivo da 

citocina IL-17 com anticorpo purificado anti-IL-17 (R&D Systems) (Guedes et al., 2010) e 

posterior determinação do número de CFU no baço dos animais infectados e controles. 

Camundongos C57BL/6 foram infectados por via intragástrica com amostra de Y. 

pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de virulência (YpIIIpIB1). Uma semana anterior 

à infecção, os camundongos iniciaram o tratamento com inoculações intraperitoneais de 

100μg de anti-IL-17 com intervalos de 2 dias, realizado durante toda cinética de infecção. 

Grupos de 4 animais infectados e controles foram eutanasiados no 7º, 14º, 21º e 28º dias 

após a infecção e seus baços foram retirados em condições assépticas. Parte da suspensão 

(0,1mL) resultante da maceração do baço foi semeada em meio de cultura BAB e incubada à 

25ºC por 48 horas. O número de CFU foi determinado após observação do crescimento 

bacteriano. A neutralização foi acompanhada por análises em citometro de fluxo BD 

FACsCanto. 

4.10 Análise estatística 

As diferenças entre os resultados obtidos nas células dendríticas e subpopulações de 

linfócitos T foram analisadas através do teste t de Student. A variabilidade da bactéria no 

baço dos camundongos e a expressão de citocinas intracelulares constituíram dados não 

paramétricos, assim estes dados foram comparados usando o teste Mann-Whitney. As 

análises foram realizadas utilizando o programa Origin 8.0. As diferenças foram 

consideradas significativas em p<0,05. 
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5.1 Dose infectante para as diferentes amostras de Yersinia pseudotuberculosis 

Após observação dos camundongos inoculados com diferentes doses das amostras 

bacterianas, foram escolhidas as concentrações indicadas na tabela 1 para a inoculação dos 

lotes de animais. 

            Tabela 1: Doses infectantes estabelecidas para as diferentes amostras bacterianas  

Amostra bacteriana                                     Dose infectante (CFU) 

YpIIIpIB1 108 CFU/mL 

YpIIIpIB232 (YopJ-) 109 CFU/mL 

YpIIIpIB143 (YopM-) 109 CFU/mL 

YpIIIpIB29 (YopH-) 109 CFU/mL 

YpIIIpIB522 (YopE-) 109 CFU/mL 

A observação dos sinais de doença e mortalidade durante a determinação das doses 

infectantes mostrou que a amostra portadora do plasmídeo de virulência é a mais patogênica 

para os camundongos. Entre as amostras deficientes para as proteínas Yops, YopJ- 

demonstrou ser a mais virulenta. 

5.2 Cultura de Células dendríticas com diferentes estímulos 

Células dendríticas foram originadas por diferenciação de precursores de medula 

óssea obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, rendimento de aproximadamente 

76±1.8% e 74±2.2% de células CD11c+, respectivamente, determinado por citometria de 

fluxo. 

Depois de ajustada a concentração de 106 células/mL, 1 mL da suspensão celular foi 

adicionada a placas de poliestireno estéreis de 24 cavidades e  incubadas por 24 horas, em 

estufa a 37ºC, contendo 5% de CO2, na presença de diferentes estímulos, representados na 

tabela 2.  
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            Tabela 2: Diferentes estímulos utilizados na cultura de células dendríticas 

      Grupos                             Estímulo                      Concentração 

controle negativo Somente RPMI-1640 - 

controle positivo LPS 10 μg/mL 

YpIIIpIB1 107 CFU/mL 

YpIIIpIB232 (YopJ-) 107 CFU/mL 

Bactérias vivas YpIIIpIB143 (YopM-) 107 CFU/mL 

YpIIIpIB29 (YopH-) 107 CFU/mL 

YpIIIpIB522 (YopE-) 107 CFU/mL 

Decorrido o período de incubação o sobrenadante da cultura foi coletado e 

determinado o número de células viáveis com objetivo de avaliar a ocorrência de morte 

celular após a infecção. A avaliação mostrou diminuição na quantidade de células 

dendríticas viáveis em todas as amostras provenientes da infecção com as bactérias vivas. 

Sendo que, YpIIIpIB1 foi a amostra que provocou maior porcentagem de morte celular, 

aproximadamente 40% do número total de células comparado com o controle negativo. Em 

contraste, as células infectadas pela amostra deficiente de YopJ, apresentaram o menor 

número de células mortas (figura 1). 
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Figura 1 – Viabilidade de células dendríticas após infecção por linhagens de Y. 
Pseudotuberculosis
Células dendríticas de camundongos C57BL/6 e BALB/c foram incubadas com as diferentes 
amostras de Yersinia (MOI 10:1), 10 μg/mL lipopolissacarídeo (LPS)  e meio (controle). Antibiótico 
(gentamicina 100μg/mL) foi adicionado à cultura com bactérias vivas com objetivo de matar todas 
as bactérias restantes 1 h após a infecção, seguida por 24 h de incubação. O número de células 
viáveis foi determinado por ensaio de exclusão com azul de trypan. Resultados são representativos 
de dois experimentos independentes e são apresentados como média ± SD de observações em 
triplicata. * Significativo a partir de p<0,05
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5.3 Produção de citocinas por células dendríticas infectadas com Y. pseudotuberculosis 

  O sobrenadante obtido da incubação das células dendríticas foi utilizado para 

determinação das citocinas IL-6, IL-12, IL-10, TNF- , TGF-  e IL-23. 

 A análise dos resultados mostrou que a infecção por Y. pseudotuberculosis interfere 

na produção de citocinas por células dendríticas em diferentes linhagens de camundongos. 

Células dendríticas obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectadas in vitro, 

apresentaram diminuição na produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-12 e TNF- ) 

comparadas àquelas ao controle positivo. Enquanto que, observou-se elevação dos níveis de 

IL-10, mais significativo nas células obtidas dos camundongos BALB/c (Figuras 2 e 3).  

A determinação da produção de IL-6 pelas células dendríticas diferenciadas das 

linhagens C57BL/6 e BALB/c, infectadas com as amostras YpIIIpIB1 e mutantes para as 

Yops, mostrou que a infecção estimula a produção da citocina de maneira semelhante entre 

todos os grupos. 

Resultados da dosagem de IL-10 indicaram que a infecção por Y. pseudotuberculosis

YpIIIpIB1 induz aumento na produção desta citocina. Os maiores níveis foram encontrados 

nas células infectadas por YpIIIpIB232 (YopJ-) obtidas dos camundongos BALB/c. A 

infecção pela bactéria YopM mutante provocou diminuição nos níveis de IL-10 comparado 

à quantidade produzida por células infectadas com YpIIIpIB1.  

A análise dos níveis de IL-12 e TNF-  realizadas nas culturas de células dendríticas 

infectadas com YpIIIpIB1 mostrou pouca produção das citocinas, significativamente menor 

que as quantidades produzidas por células cultivadas com o controle positivo (LPS).  

Células dendríticas infectadas pela amostra bacteriana deficiente de YopJ apresentaram os 

maiores níveis de IL-12 e TNF- ,. A infecção por YpIIIpIB522 (YopE-) resultou em 

produção significativa de TNF- . 

A determinação da produção de TGF-  após infecção por Y. pseudotuberculosis

YpIIIpIB1, e amostras mutantes para Yop, mostrou produção considerável de TGF- . 

Não houve produção detectável de IL-23 por células dendríticas infectadas pelas 

diferentes amostras bacterianas utilizadas no estudo. 
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Figura 2 – Produção de citocinas IL-6, IL-12 e TNF-  por células dendríticas após infecção por 
linhagens de Y. Pseudotuberculosis
Células dendríticas de camundongos C57BL/6 e BALB/c foram diferenciados de precursores de 
medula óssea e infectadas in vitro com as diferentes amostras de Yersinia (MOI 10:1) ou expostas a 
10 μg/mL lipopolissacarídeo (LPS)  ou apenas meio (controle). Antibiótico (gentamicina 100μg/mL) 
foi adicionado à cultura com bactérias vivas com objetivo de matar todas as bactérias restantes 1 h 
após a infecção, seguida por 24 h de incubação. A produção de citocinas foi determinada em 
sobrenadante de cultura por ELISA. Resultados são representativos de três experimentos 
independentes e são apresentados como média ± SD de observações em triplicata. * Principais 
diferenças estatísticas são mostradas nos gráficos (p <0,05). 



52 

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

    BALB/c                     C57BL/6 

0 200 400 600 800 1000

RPMI 

LPS 

YPIIIpIB1 

YopJ- 

YopM- 

YopE- 

RPMI 

LPS 

YPIIIpIB1 

YopJ- 

YopM- 

YopE- 

IL-10 pg/mL 

RPMI 

LPS 

YPIIIpIB1 

YopJ- 

YopM- 

YopE- 

RPMI 

LPS 

YPIIIpIB1 

YopJ- 

YopM- 

YopE- 

TGF-  pg/mL 

Figura 3 – Produção de citocinas IL-10 e TGF-  por células dendríticas após infecção por 
linhagens de Y. Pseudotuberculosis
Células dendríticas de camundongos C57BL/6 e BALB/c foram diferenciados de precursores de 
medula óssea e infectadas in vitro com as diferentes amostras de Yersinia (MOI 10:1) ou expostas a 
10 μg/mL lipopolissacarídeo (LPS)  ou apenas meio (controle). Antibiótico (gentamicina 100μg/mL) 
foi adicionado à cultura com bactérias vivas com objetivo de matar todas as bactérias restantes 1 h 
após a infecção, seguida por 24 h de incubação. A produção de citocinas foi determinada em 
sobrenadante de cultura por ELISA. Resultados são representativos de três experimentos 
independentes e são apresentados como média ± SD de observações em triplicata. * Principais 
diferenças estatísticas são mostradas nos gráficos (p <0,05). 
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5.4 Subpopulações de linfócitos T após infecção por Y. pseudotuberculosis  

  

As populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ foram determinadas no 7°, 14° 21° e 

28º dias pós-infecção com a amostra YPIIIpIB1 de Y. pseudotuberculosis e com as amostras 

deficientes na secreção da YopJ, YopM, YopH e YopE por citometria de fluxo, conforme 

esquema ilustrado na Figura 4. Animais não infectados foram utilizados como grupo 

controle. Os resultados apresentados correspondem aos números absolutos de linfócitos. 

A amostra YPIIIpIB1 causou diminuição nas populações analisadas, contudo com 

redução mais relevante na subpopulação de linfócitos T CD4+, em ambas linhagens de 

camundongos estudadas. Durante a infecção com a amostra YPIIIpIB1 observou-se uma 

diminuição no número dos linfócitos T CD4+ no 14º e 21º dias pós-infecção. Os menores 

valores ocorreram nos camundongos BALB/c. A partir do 28º dia pós-infecção observou-se 

elevação na proliferação destas células T. O número de linfócitos T CD4+ dos animais 

infectados com as amostras deficientes para YopM e YopH apresentaram elevações em 

ambas linhagens de camundongos. Camundongos C57BL/6 mostraram elevações também 

no número de linfócitos T CD8+ (Figura 5). 

De maneira geral, a subpopulação de linfócitos T CD4+ foi predominante sobre a 

população de células T CD8+ durante todo período de infecção analisado, fato observado 

também no grupo não infectado (controle). Células obtidas de camundongos BALB/c 

apresentaram as maiores reduções após a infecção, contudo também mostraram 

significativos aumentos no número de linfócitos obtidos dos animais infectados com as 

amostras mutantes. 
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Figura 4 – Representação das subpopulações de linfócitos CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+ 
obtidos por citometria de fluxo 
Células esplênicas foram obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6 no 7º, 14º, 21º e 28º dias após 
a infecção por amostras de Yersinia pseudotuberculosis, e o número de linfócitos CD3, CD4 e CD8 foi 
determinado por citometria de fluxo utilizando os anticorpos: anti CD3-FITC, anti CD4-PE e anti 
CD8-PECy7 em citometro de fluxo FACS Canto, BD. 
  

CD3+Linfócitos

CD3/CD8+ CD3/CD4+ 
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Figura 5 – Determinação das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ no baço de 
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com amostras de Y. pseudotuberculosis e não 
infectados (controle) 
Suspensões celulares foram obtidas do baço de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por 
amostras de Y. pseudotuberculosis e não infectados (controle). O número absoluto de linfócitos 
CD3+CD4+ e CD3+CD8+ (x106) foi determinado no 7º, 14º, 21º e 28º dias pós-infecção em ambas 
as linhagens de camundongos estudadas, através da metodologia de citometria de fluxo. Os 
resultados são representativos de três experimentos independentes e apresentados como valores 
médios do número absoluto + SD. * Significativo em relação ao controle (p<0.05).
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5.5 Subpopulação de linfócitos CD4+ CD25+ FoxP3+ após infecção por Y. 

pseudotuberculosis  

Os números absolutos de linfócitos Tregs, obtidos do baço de camundongos BALB/c 

e C57BL/6, foram determinados no 7°, 14° 21° e 28º dias pós-infecção com a amostra 

YPIIIpIB1 e com as amostras deficientes na secreção de YopJ, YopM, YopH e YopE, 

através da metodologia de citometria de fluxo. Animais não infectados foram utilizados 

como controle.  

A amostra YPIIIpIB1 induziu aumento na população analisada a partir do 21º dia 

pós-infecção, em ambas linhagens de camundongos estudadas. As amostras YopM- e YopH- 

mostraram significativo aumento no número de células Treg comparado à infecção pela 

amostra portadora do plasmídeo de virulência, mais predominante no 14º, 21º e 28º dias pós-

infecção (Figura 6). 

Camundongos BALB/c infectados com a amostra YPIIIpIB1 apresentaram discreto 

aumento no número de células Treg na fase inicial da infecção, quando comparados aos 

camundongos C57BL/6. Contudo, durante o curso da cinética de infecção o número de 

células Treg encontrado foi semelhante nas duas linhagens. 
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Figura 6 – Determinação das subpopulações de linfócitos CD4+ CD25+ Foxp3+ obtidos do 
baço de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com amostras de Y. pseudotuberculosis e 
não infectados (controle) 
Suspensões celulares foram obtidas do baço de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por 
amostras de Y. pseudotuberculosis e não infectados (controle). O número absoluto de linfócitos 
CD4+CD25+Foxp3+ (x105) foi determinado no 7º, 14º, 21º e 28º dias pós-infecção, em ambas as 
linhagens de camundongos estudadas, através da metodologia de citometria de fluxo. Os resultados 
são representativos de três experimentos independentes e apresentados como valores médios do 
número absoluto + SD. * Significativo em relação ao controle (p<0,05). 
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5.6 Expressão de citocinas intracelulares por linfócitos T 

Suspensões celulares foram obtidas do baço de camundongos BALB/c e C57BL/6 

infectados com diferentes amostras bacterianas de Y. pseudotuberculosis e grupo controle, 

ambas estimuladas in vitro com PMA e ionomicina. A expressão das citocinas intracelulares 

nas células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ foi determinada por citometria de fluxo. Os 

resultados foram analisados a partir das medianas das intensidades de fluorescência (MIF) 

das respectivas citocinas, IL-2, IL-4, IL-10, TNF- , IFN-  e TGF- . As figuras 7-9 mostram 

os resultados mais relevantes obtidos após as determinações das citocinas. 

A infecção de camundongos BALB/c e C57BL/6 por Y. pseudotuberculosis 

YPIIIpIB1 resultou em diminuição nos níveis de IL-2 por células T CD4+, no 14º dia pós-

infecção. As amostras deficientes dos fatores de virulência YopM e YopH mostraram 

aumentos nos níveis de IL-2 no 21º dia pós-infecção, em ambas linhagens de camundongos 

estudadas. Linfócitos T CD4+ obtidos de camundongos infectados com as amostras 

YPIIIpIB1 e deficientes de YopJ e YopE apresentaram elevações nas intensidades de 

fluorescência nos últimos dias da cinética de infecção. Todas as amostras bacterianas 

estudadas induziram elevações na expressão de IL-2 em células T CD8+ a partir do 14º dia 

pós-infecção, em camundongos BALB/c e C57BL/6. 

Não observamos alterações significativas nos níveis de IL-4 determinados em 

linfócitos T CD4+ e CD8+ após a infecção com Y. pseudotuberculosis YPIIIpIB1 e amostras 

mutantes. De modo semelhante, a determinação da expressão de IL-10 não mostrou 

alterações significativas em camundongos BALB/c e C57BL/6. Apenas camundongos 

BALB/c infectados com amostras deficientes dos fatores YopM, YopH e YopE 

apresentaram discreta elevação nas determinações de IL-10 no 21º pós-infecção, porém não 

significativa.   

A avaliação da expressão de TNF-  mostrou redução desta citocina nas células T 

CD4+ dos camundongos infectados com YPIIIpIB1 no 7º e 14º dias pós-infecção, em ambas 

as linhagens de camundongos analisadas. A análise de TNF-  nos linfócitos T CD8+ 

também mostrou diminuição na determinação do mediador. O estudo de TNF-  obtido dos 

animais infectados com as amostras mutantes mostrou reduções apenas no 7º dia pós-

infecção. Os maiores aumentos foram observados nas amostras deficientes para YopM e 

YopH a partir do 21º dia pós-infecção. 

A determinação da MIF de IFN-  reforçou os relatos de que a infecção por Y. 

pseudotuberculosis suprime a produção desta citocina em linfócitos T CD4+, e ainda, 
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mostra a menor influência sobre as células T CD8+. A expressão de IFN-  das células T 

CD4+ apresentou diminuição no 14º dia pós-infecção em todas as amostras bacterianas 

estudadas, em ambas as linhagens de camundongos. Com a evolução da infecção os níveis 

da citocina foram elevando-se.  Células T obtidas de animais infectados com as amostras 

YopJ-, YopM- e YopH- também produziram mais IFN-  que os animais controles no 28º dia 

pós-infecção.  

Não foi observada alteração significativa nos níveis de TGF-  determinados nos 

linfócitos T CD4+ e CD8+ após a infecção com as diferentes amostras de Y. 

pseudotuberculosis.  
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    Controle         YPIIIPIB1        YopJ-       YopM-       YopH-        YopE- 
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Figura 7 – Determinação de IL-2 intracelular em linfócitos T CD4+ e CD8+ do baço de 
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Y. pseudotuberculosis e controles. 
Camundongos foram eutanasiados no 7º, 14º, 21º e 28º dias após a infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis, tiveram seus baços retirados e as citocinas foram detectadas e quantificadas 
intracelularmente nas células identificadas como linfócitos T CD4+ e CD8+ através da metodologia 
de citometria de fluxo. Os resultados são representativos de três experimentos independentes e 
apresentados como valores médios das medianas de intensidade de fluorescência (MIF) + SD. 
*Significativo em relação aos animais controles (p < 0,05).  
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                                          Infectados                                                                     Controles 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YPIIIpIB1 

21º dia – YopM- 21º dia – YopH- 

BALB/C – IL-2 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YPIIIpIB1 

21º dia – YopM- 21º dia – YopH- 

C57BL/6 – IL-2 

Figura 8 – Histogramas representativos das alterações mais significativas na expressão da 
citocina IL-2 por linfócitos T CD4+ durante infecção com amostras de Y. pseudotuberculosis
portadora do plasmídeo de virulência e mutantes para as proteínas Yops. 
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    Controle         YPIIIPIB1        YopJ-       YopM-       YopH-        YopE- 
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Figura 9 – Determinação de TNF-  intracelular em linfócitos T CD4+ e CD8+ do baço de 
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Y. pseudotuberculosis e controles. 
Camundongos foram eutanasiados no 7º, 14º, 21º e 28º dias após a infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis, tiveram seus baços retirados e as citocinas foram detectadas e quantificadas 
intracelularmente nas células identificadas como linfócitos T CD4+ e CD8+ através da metodologia 
de citometria de fluxo. Os resultados são representativos de três experimentos independentes e 
apresentados como valores médios das medianas de intensidade de fluorescência (MIF) + SD. 
*Significativo em relação aos animais controles (p < 0,05).
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                                          Infectados                                                                     Controles 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YPIIIpIB1 

21º dia – YopM- 21º dia – YopH- 

BALB/C – TNF-

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YPIIIpIB1 

21º dia – YopM- 21º dia – YopH- 

C57BL/6 – TNF-

Figura 10 – Histogramas representativos das alterações mais significativas na expressão da 
citocina TNF-  por linfócitos T CD4+ durante infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de virulência e mutantes para as proteínas Yops. 
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                                      Infectados                                                                     Controles 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YopH- 

BALB/C – TNF-

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YopH- 

C57BL/6 – TNF-

Figura 11 – Histogramas representativos das alterações mais significativas na expressão da 
citocina TNF-  por linfócitos T CD8+ durante infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de virulência e mutantes para as proteínas Yops. 
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    Controle         YPIIIPIB1        YopJ-       YopM-       YopH-        YopE- 
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Figura 12 – Determinação de IFN-  intracelular em linfócitos T CD4+ e CD8+ do baço de 
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Y. pseudotuberculosis e controles. 
Camundongos foram eutanasiados no 7º, 14º, 21º e 28º dias após a infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis, tiveram seus baços retirados e as citocinas foram detectadas e quantificadas 
intracelularmente nas células identificadas como linfócitos T CD4+ e CD8+ através da metodologia 
de citometria de fluxo. Os resultados são representativos de três experimentos independentes e 
apresentados como valores médios das medianas de intensidade de fluorescência (MIF) + SD. 
*Significativo em relação aos animais controles (p < 0,05).
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                                      Infectados                                                                     Controles 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YopH- 

BALB/C – IFN-

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YopH- 

C57BL/6 – IFN-

Figura 13 – Histogramas representativos das alterações mais significativas na expressão da 
citocina IFN-  por linfócitos T CD4+ durante infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de virulência e mutantes para as proteínas Yops. 
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5.7 Detecção da expressão de IL-17 intracelular  

A infecção de ambas as linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6, pela 

amostra portadora do plasmídeo de virulência desencadeou diminuição nos níveis de IL-17 

por células T CD4+, provenientes do baço. Fato semelhante foi observado nos linfócitos T 

obtidos dos animais infectados com a amostra mutante para YopE. As amostras deficientes 

dos fatores de virulência YopM e YopH apresentaram discretas elevações na expressão de 

IL-17, tanto nos camundongos BALB/c quanto nos camundongos C57BL/6 (Figura 10). Não 

foi observada alteração nas células T CD8+.  

Figura 14 – Determinação de IL-17 intracelular em linfócitos T CD4+ do baço de camundongos 
BALB/c e C57BL/6 infectados com Y. pseudotuberculosis e controles. 
Camundongos foram eutanasiados no 7º, 14º, 21º e 28º dias após a infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis, tiveram seus baços retirados e as citocinas foram detectadas e quantificadas 
intracelularmente nas células identificadas como linfócitos T CD4+ através da metodologia de 
citometria de fluxo. Os resultados são representativos de três experimentos independentes e 
apresentados como valores médios das medianas de intensidade de fluorescência (MIF) + SD. 
*Significativo em relação aos animais controles (p < 0,05).
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                                      Infectados                                                                     Controles 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YopH- 

BALB/C – IL-17 

14º dia – YPIIIpIB1 28º dia – YopH- 

C57BL/6 – IL-17 

Figura 15 – Histogramas representativos das alterações mais significativas na expressão da 
citocina IL-17 por linfócitos T CD4+ durante infecção com amostras de Y. 
pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de virulência e mutantes para as proteínas Yops. 
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5.8 Avaliação funcional das subpopulações de linfócitos Th17 e Treg  

Para o estudo do papel das subpopulações Th17 e Treg durante infecção por Y. 

pseudotuberculosis portadora do plasmídeo de virulência foram realizados: ensaio de 

depleção de células T CD25+ e ensaio de neutralização da citocina IL-17. 

Os resultados da determinação do número de CFU no baço dos camundongos 

mostraram que ambas as subpopulações de células estudadas são importantes no controle de 

Y. pseudotuberculosis (Figura 11). O tratamento com anti-IL-17 promoveu um aumento de 

CFU comparado aos animais controles, principalmente nos dias iniciais da cinética de 

infecção. De modo semelhante, camundongos tratados com anti-CD25 demonstraram ser 

mais suscetíveis à infecção, contudo, apresentaram um interessante aumento no número de 

CFU nos dias finais da cinética de infecção comparado com o controle, quando a quantidade 

de bactérias observada no baço dos animais controle havia reduzido significativamente. 

  

Figura 16 – Determinação de CFU em baço de camundongos infectados com Y. 
Pseudotuberculosis tratados com anti-CD25 ou anti-IL-17. 
Camundongos C57BL/6 foram infectados por via intragástrica com amostra de Y. pseudotuberculosis
YpIIIpIB1 e diferentes grupos tratados com 0,250mg de anti-CD25 ou 0,100mg de anti-IL-17 a cada 2 
dias, durante toda cinética de infecção. Camundongos infectados tratados com PBS ou isotipo 
controle formaram o grupo controle. A determinação da CFU foi realizada em meio de cultura BAB 
após 48 horas de incubação. Os resultados são expressos em log10.  
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5.9 Representação dos principais resultados obtidos

As tabelas abaixo resumem as principais consequências causadas por Y. 

pseudotuberculosis e os fatores de virulência Yops determinadas neste estudo. 

Tabela 3: Produção de citocinas por células dendríticas infectadas com diferentes amostras 
de Y. pseudotuberculosis

            

       

*     - aumento 
      - diminuição 
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Tabela 4: Expressão de citocinas intracelulares por linfócitos T CD4+ obtidos de 
camundongos infectados com diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis

* NA – não altera 
      - aumento 
      - diminuição 

Tabela 5: Expressão de citocinas intracelulares por linfócitos T CD8+ obtidos de 
camundongos infectados com diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis

* NA – não altera 
      - aumento 
      - diminuição 
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Tabela 6: Subpopulação de linfócitos T durante infecção com diferentes amostras de Y. 
pseudotuberculosis 

** período final da cinética de infecção 
* NA – não altera 
      - aumento 
      - diminuição 
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O sistema imune é responsável pela defesa do organismo contra patógenos e 

substâncias estranhas. Através da apresentação de antígenos às células T e produção de 

diversas moléculas, as células dendríticas podem orientar a resposta imune adaptativa (Ueno 

et al., 2007) e influenciar na evolução de infecções. Estudos prévios indicam que a infecção 

por Yersinia pode ter como alvo células dendríticas, o que contribuiria para uma diminuição 

dos mecanismos efetores do sistema imune contra a bactéria (Brodsky e Medzhitov, 2008). 

Neste trabalho, observamos que Y. pseudotuberculosis é capaz de diminuir a viabilidade de 

células dendríticas, sendo que as células infectadas com a amostra deficiente do fator de 

virulência YopJ, apresentaram a menor mortalidade. Inibir a funções das células dendríticas 

pode indicar um importante mecanismo bacteriano de subversão da resposta imune, 

prejudicando o controle do patógeno. Os dados apresentados concordam com relatos de 

Kramer e Wiedig (2005), que após estudo em 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. Em 

outro estudo, YopJ de Y. pseudotuberculosis também demonstrou capacidade de promover a 

apoptose em células dendríticas obtidas de precursores de medula óssea, porém sua 

capacidade de desencadear morte celular foi mais reduzida que aquela comparada à YopP de 

Y. enterocolitica (Brodsky e Medzhitov, 2008).  

Bactérias patogênicas podem ainda evadir-se das respostas imunes por interferir com 

a secreção de citocinas por APCs e linfócitos T. A determinação da produção de citocinas 

por células dendríticas infectadas com as amostras YpIIIpIB1 e mutantes para as Yops, 

mostrou que Y. pseudotuberculosis pode influenciar a resposta imune deste tipo celular em 

ambas as linhagens de camundongos estudadas. 

A análise dos níveis de IL-6 demonstrou relevante produção desta citocina, próximo 

ao controle positivo, sugerindo possível ação deste mediador na defesa contra Yersinia. 

Matteoli et al. em 2008 fizeram análises da expressão gênica por microarray de células 

CD11b+ coletadas do baço de camundongos infectados com Y. enterocolitica e encontraram 

que a expressão de genes que codificam IFN-  e IL-6 estavam elevados. Estudos da 

evolução da infecção por Y. enterocolitica em camundongos deficientes de IL-6 

evidenciaram um papel protetor desta citocina no controle do patógeno. Relatos indicam que 

camundongos IL-6-/- infectados com Yersinia enteropatogênica apresentam septicemia, 

aumento da inflamação e mortalidade (Dube et al., 2004). A IL-6 é uma citocina com 
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múltiplas funções, sua presença pode regular a ativação de respostas inflamatórias, 

principalmente aumento da diferenciação de células Th17 e diminuição da função de células 

Treg (Campbell e Koch, 2011). 

A determinação da produção de TGF-  por células dendríticas mostrou que a 

infecção com YpIIIpIB1 e mutantes para os fatores de virulência Yops induzem produção 

considerável da citocina. Existem poucos estudos relacionando a infecção por Yersinia

enteropatogênica e a produção de TGF- . Tumitan et al. (2007) mostraram elevação na 

produção de TGF-  após infecção in vivo de macrófagos por Y. enterocolitica, utilizando 

camundongos BALB/c. TGF-  desempenha importante papel na indução de resposta 

imunossupressora, por auxiliar a diferenciação de células Treg (Carrier et al., 2007). 

Contudo, na presença de IL-6, essa citocina estimula a diferenciação de células T naive em 

células Th17 (Manel et al., 2008). Neste estudo, mostramos que a infecção por Y. 

pseudotuberculosis conduz à produção de ambas citocinas, IL-6 e TGF- , sugerindo uma 

possível diferenciação da subpopulação Th17. 

Entretanto, não houve produção detectável de IL-23 por células dendríticas 

infectadas pelas diferentes amostras bacterianas utilizadas no estudo. IL-23 é uma citocina 

importante na manutenção de células Th17. A ativação de células Th17 na presença de IL-

23 conduz a expansão desta subpopulação (Bettelli et al., 2007).  

No presente estudo, observamos que a exposição de células dendríticas à amostra 

bacteriana portadora do plasmídeo de virulência conduziu a uma elevada produção de 

citocina anti-inflamatória (IL-10). Células dendríticas de camundongos BALB/c infectados 

apresentaram maior expressão de IL-10 do que as observadas em células dendríticas 

infectadas obtidas de camundongos C57BL/6. A IL-10 desempenha um papel importante na 

limitação da resposta inflamatória (Asadullah et al., 2003). Entretanto, bactérias patogênicas 

podem estimular a produção de citocinas anti-inflamatórias para inibir a resposta imune do 

hospedeiro (Brubaker, 2003), contribuindo para a suscetibilidade à infecção.  

Diferentes fatores de virulência têm sido associados com o aumento da expressão de 

IL-10 após a infecção por Yersinia. O tratamento de macrófagos com os recombinantes de 

LcrV ou YopB mostrou a capacidade destes fatores em estimular a produção de IL-10 (Sing 

et al., 2002, Sodhi et al., 2005). Do mesmo modo, macrófagos infectados com uma amostra 

mutante aflagelada de Yersinia apresentaram diminuição na produção de TNF-  associada 

com a secreção aumento de IL-10, indicando que a flagelina pode agir como agente anti-

inflamatório (McNally et al., 2007). Neste estudo, verificamos que células dendríticas 

infectadas com a amostra deficiente do fator de virulência YopM conduziu a menor 
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produção de IL-10 em comparação com a infecção por Y. pseudotuberculosis YPIIIpIB1, 

sugerindo uma possível colaboração de YopM na secreção desta citocina. 

Nossos resultados mostraram uma pequena produção de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-12 e TNF- ) após a infecção de células dendríticas com a amostra YPIIIpIB1. Estudos 

anteriores demonstraram um papel protetor das citocinas IL-12 e TNF-  na defesa contra a 

infecção por Yersinia enteropatogênica (Bohn e Autenrieth, 1996, Zhao et al., 2000). A 

supressão da produção de citocinas pró-inflamatórias pode ser uma maneira das bactérias 

subverterem a resposta imune do hospedeiro. Embora camundongos BALB/c apresentem 

maior produção de IL-10 do que camundongos C57BL/6 após a infecção com Y. 

pseudotuberculosis, não houve diferença significativa na produção de IL-12 e TNF-  entre 

as linhagens de camundongos estudadas. Estudo anterior demonstra que camundongos 

C57BL/6 infectados com Y. enterocolitica respondem de forma mais eficiente à IL-12 que 

camundongos BALB/c, mesmo em quantidades semelhantes da citocina (Bohn e Autenrieth, 

1996).  

No presente trabalho, observamos que células dendríticas infectadas com YopJ 

mutante perderam a capacidade para inibir a produção de IL-12 e TNF- . De forma 

semelhante, a infecção com a amostra deficiente para o fator de virulência YopE induziu um 

aumento na produção de TNF-  em comparação com a infecção com a amostra YPIIIPIB1. 

O fator de virulência YopJ é conhecido por inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias 

de células hospedeiras (Erfurth et al., 2004). Aqui observamos que YopE também pode 

interferir com o perfil de citocina de células dendríticas, indicando uma possível colaboração 

de YopE na supressão da resposta pró-inflamatória. 

No presente estudo, encontramos redução da proliferação de células T devido à 

infecção de células dendríticas com YPIIIpIB1 (resultados apresentados no manuscript 1), 

indicando uma diminuição da capacidade imunoestimuladora de células dendríticas. A 

redução da proliferação de células T não foi observada em igual número após a infecção de 

células dendríticas com YopJ, YopE e YopH mutantes. Respostas de células T são 

essenciais para a resolução da infecção por Y. pseudotuberculosis. A modulação da função 

de células dendríticas durante o processo infeccioso pode prejudicar a ativação de células T 

e, posteriormente, a eliminação das bactérias.  

Bactérias patogênicas, como Yersinia, possuem fatores de virulência que possibilitam 

a subversão dos mecanismos imunológicos. A evasão da resposta imune adaptativa pode 

influenciar a evolução da infecção por Y. pseudotuberculosis, visto que a resposta Th1 é 

importante para resolução da mesma (Autenrieth et al, 1994). Para análise da ativação das 
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subpopulações de linfócitos T, camundongos foram inoculados via intragástrica com 

diferentes doses infectantes das amostras bacterianas utilizadas no estudo. Estudo anterior 

demonstrou que a inoculação de Y. pseudotuberculosis por via intragástrica com doses 

infectantes semelhantes às utilizadas neste trabalho causa infecção sistêmica no modelo 

murino (Barnes et al., 2006). Curiosamente, a observação dos sinais de doença e mortalidade 

durante a cinética de infecção mostrou que camundongos infectados com amostra deficiente 

para o fator de virulência YopJ, conhecido por suprimir a resposta imune hospedeira, 

apresentavam maior acometimento pela infecção e mortalidade comparada aos animais 

infectados com amostras deficientes para as outras proteínas Yop. Este dado pode sugerir 

um papel da proteína YopJ na ativação das respostas imunes. As amostras bacterianas 

deficientes para YopH e YopE mostraram as menores virulências, indicando a importância 

destes fatores na patogenicidade de Y. pseudotuberculosis.  

A avaliação das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ durante a infecção por 

Y. pseudotuberculosis mostrou que a amostra YPIIIpIB1 diminui o número absoluto da 

subpopulação de linfócitos T CD4+ nos primeiros dias de cinética. As bactérias deficientes 

para fatores de virulência mostraram perfis diferentes, com pouca ou nenhuma diminuição 

de células T. As amostras deficientes na secreção de YopJ, YopM e YopH apresentaram 

aumentos no número de linfócitos T CD4+ e CD8+, indicando provavelmente uma função 

destes fatores na inibição da resposta imune adaptativa. O efeito inibitório in vitro da YopH 

sobre a ativação de linfócitos, mediado pelo receptor de células T, já foi descrito 

anteriormente (Yao et al., 1999).  

Células T CD4+ desempenham um papel essencial na imunidade antimicrobiana, 

principalmente por ativar outros tipos celulares, como linfócitos B, macrófagos e células 

NK. A evasão dos mecanismos efetores desenvolvidos por esta subpopulação de linfócitos T 

por Y. pseudotuberculosis pode contribuir para a falha no controle do patógeno e evolução 

da infecção. Os resultados obtidos demonstraram papel das proteínas Yops na supressão da 

ativação de células T, entretanto, mesmo nas amostras deficientes destes fatores de 

virulência, a expansão das subpopulações de linfócitos T não foi muito elevada, sugerindo 

que outros mecanismos de inibição da resposta imune adaptativa possam estar agindo.  

No presente trabalho, também observamos alteração no número absoluto de 

linfócitos Tregs. A infecção por Y. pseudotuberculosis YPIIIpIB1 eleva esta população 

celular de maneira discreta no 7º dia pós-infecção nos camundongos BALB/c. Contudo, 

amostras mutantes para os fatores YopM e YopH apresentaram aumentos bastante elevados 

deste tipo celular. Estas elevações coincidem com o aumento de citocinas pró-inflamatórias, 
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o que pode indicar um efeito modulador desta população celular sobre a resposta imune. 

Linfócitos denominados Tregs são conhecidos por possuírem funções regulatórias e atuam 

contra componentes pro-inflamatórios do sistema imune (Suvas e Rouse, 2006).  

A manutenção da homeostasia do sistema imunológico ocorre por meio de múltiplos 

mecanismos de regulação. Células Treg CD4+ CD25+ representam 7% a 10% de todas as 

células T CD4+ na periferia (Chen et al. 2005) e desempenham um papel essencial no 

controle de respostas inflamatórias exacerbadas (O'Garra & Vieira 2004). No presente 

estudo, a expansão das células Treg não foi muito significativa nas fases iniciais da infecção, 

o que é consistente com a inibição da resposta de células T induzida por Y. 

pseudotuberculosis (Yao et al. 1999, Cantwell et al. 2010). Nossos resultados mostraram 

uma proliferação de células Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ no baço de camundongos infectados 

com amostra portadora do plasmídeo de virulência a partir de 21 dias de infecção. Estes 

dados demonstram a ativação de outra subpopulação de células T CD4+ diferente da Th1, 

durante a infecção por Yersinia, sugerindo um papel para respostas imunes reguladoras na 

patogênese de doenças gastrointestinais. 

O papel protetor da imunidade celular do tipo 1 para a eliminação da infecção por 

Yersinia está bem estabelecido, no entanto, pouco se sabe sobre a ativação de outras 

subpopulações de linfócitos T CD4+ envolvidas na defesa contra infecção por Y. 

pseudotuberculosis. Neste estudo, nós investigamos um papel para células Treg no auxílio à 

resposta imune do hospedeiro contra infecção por Y. pseudotuberculosis. O ensaio de 

depleção de células CD25+ mediada por anticorpos, durante infecção por Y. 

pseudotuberculosis YPIIIpIB1, conduziu a aumento na colonização do baço, sugerindo um 

papel para células Treg no controle à infecção por Yersinia enteropatogênicas. Estudos 

concordantes têm mostrado um papel protetor para células Treg na patogênese de várias 

doenças infecciosas (Suvas e Rouse 2006), incluindo a infecção por Y. enterocolitica (Zhong 

et al 2010).  

A determinação das citocinas intracelulares de linfócitos T CD4+ e CD8+ obtidos do 

baço de camundongos infectados evidenciou a capacidade da amostra bacteriana YPIIIpIB1 

suprimir citocinas como IL-2, TNF- , IFN-  e IL-17 com influência do plasmídeo de 

virulência na modulação dessa resposta imune. 

Análises da expressão de IL-2 nos camundongos infectados com as diferentes 

amostras bacterianas não mostrou diferença significativa entre as linhagens estudadas, 

indicando que a citocina não está relacionada com a conhecida maior suscetibilidade da 

linhagem BALB/c. Os resultados demonstraram pouca expressão de IL-2 no início da 
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cinética de infecção nos animais infectados com a amostra portadora do plasmídeo de 

virulência. Yao et al. (1999), mostraram que a infecção por Y. pseudotuberculosis suprime a 

produção de IL-2 por linfócitos T antígeno específicos, sendo que experimentos com 

bactérias mutantes para Yops indicaram a participação de YopH nessa inibição. Estudos 

também demonstraram que a proteína YopH de Y. pestis diminui consideravelmente a 

produção de IL-2 induzida pela estimulação do TCR (Liang et al., 2003). Em nosso estudo, 

observamos que além da função do fator de virulência YopH, a proteína YopM pode 

influenciar a supressão da produção de IL-2, o que indica uma possível cooperação de 

diferentes fatores de virulência na inibição da expressão do mediador. IL-2 é um 

componente das respostas imunes reconhecido pelo importante papel na estimulação da 

proliferação de linfócitos T antígeno específicos, dessa maneira a inibição da produção desta 

citocina pode subverter a expansão dos clones de linfócitos T e interferir com a resposta 

imune adaptativa. Coerente com esta hipótese, a baixa expressão de IL-2 foi observada no 

mesmo período em que os linfócitos T mostraram pouca proliferação, com o decorrer da 

cinética de infecção, observou-se elevação nos níveis de IL-2 e no aumento do número de 

linfócitos T CD4+ e CD8+. 

A infecção por YPIIIpIB1 e demais bactérias estudadas não alteraram os níveis de 

IL-4 após a infecção em ambas linhagens de camundongos. Da mesma forma, a 

determinação dos níveis de IL-10 não mostrou alteração significativa na expressão da 

citocina nos linfócitos T CD4+ de camundongos BALB/c e C57BL/6. Não se verificou 

alterações significativas nas células T CD8+ obtidas durante a infecção quanto à expressão 

de IL-10. Esses dados indicam que a infecção por Y. pseudotuberculosis não altera a 

produção de citocinas anti-inflamatórias em linfócitos T. 

A determinação da MIF de TNF-  mostrou diminuição da expressão desta citocina 

após infecção pela amostra portadora do plasmídeo de virulência. O TNF-  é uma 

importante citocina na defesa contra bactérias extracelulares, desempenhando função na 

ativação da resposta imune celular. Estudos anteriores já demonstraram o papel protetor do 

TNF-  durante a infecção por Yersinia enteropatogênica (Autenrieth & Heeseman, 1992), 

indicando que a inibição da expressão desta citocina pode prejudicar o controle da infecção. 

Nossas análises mostraram que as Yops estão relacionadas com a diminuição dos níveis de 

TNF- . A infecção com a amostra bacteriana deficiente para o fator de virulência YopH, 

conhecido por inibir a ativação de células T, conduziu a aumento na expressão da citocina 

comparado à amostra portadora do plasmídeo de virulência. Contudo, outras proteínas Yops 
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mostraram influenciar na expressão de TNF- , como a YopM. O resultado é mais uma 

evidência da ação conjunta das Yops na supressão da resposta imune adaptativa. 

Nosso estudo mostrou que a expressão de IFN-  foi prejudicada por Y. 

pseudotuberculosis. A produção de IFN-  durante a resposta imune está relacionada com a 

ativação da resposta imune celular e recrutamento de células, como macrófagos. A inibição 

desta citocina pode comprometer a defesa contra a bactéria, contribuindo para sua 

disseminação. Após infecção com as amostras mutantes para os fatores de virulência, 

encontramos que as proteínas YopJ, YopM e YopH podem influenciar os níveis de IFN- . 

Kerschen et al. (2004) mostraram que a YopM de Y. pestis está associada com a produção 

diminuída de varias citocinas pró-inflamatórias, inclusive IFN- . Desse modo, as Yops 

mostram atuar de forma direta na modulação da resposta de linfócitos T. 

Estudo prévio mostrou que a administração do antígeno LcrV recombinante em 

camundongos causou a inibição da produção de TNF-  e  IFN-   (Motin et al., 1994; 

Nedialkov et al., 1997), indicando que não apenas as proteínas Yops possuem papel na 

supressão da resposta imune inflamatória e modulação das citocinas.  

Existe carência de estudos relacionando a infecção por Yersinia e a produção de IL-

17. Neste estudo, observamos que a infecção por Y. pseudotuberculosis pode interferir na 

ativação da subpopulação Th17, notado principalmente pela pouca expressão de IL-17 

observada durante a infecção por YPIIIpIB1. A ausência na produção de IL-23 por células 

dendríticas infectadas por YpIIIpIB1, descrita anteriormente, sugere que células Th17 

podem não estar sendo ativadas adequadamente. Não foram observadas relevantes 

influências das Yops sobre a expressão de IL-17. 

Estudo recente demonstra que a citocina IL-17 pode desempenhar um importante 

papel na imunidade protetora contra Y. pestis, indicando uma possível função da 

subpopulação de linfócitos Th17 na defesa contra Yersinia (Jr-Shiuan et a., 2011). Neste 

estudo, observamos uma elevação no número de CFU obtida no baço de camundongos após 

ensaio de neutralização de IL-17, sugerindo uma possível função protetora desta citocina no 

controle da infecção por Y. pseudotuberculosis. Outros estudos são necessários para 

esclarecer a relação entre Th17 e a infecção.

Identificar os diferentes tipos celulares presentes durante a ativação das respostas 

imunes efetoras, bem como seus produtos secretados, permite o desenvolvimento de 

estratégias mais eficazes para o controle e prevenção dos processos infecciosos.
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A infecção por Y. pseudotuberculosis mostrou influenciar na resposta imune de 

células dendríticas e linfócitos T, diminuindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias e 

reduzindo a proliferação de células T.  

Os fatores de virulência Yops parecem auxiliar no processo de subversão das defesas 

imunes, colaborando para evolução da infecção.  

Células Treg e Th17 mostraram possuir papel importante no controle da infecção. 
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Abstract. Yersinia pseudotuberculosis can inhibit multiple stages of dendritic cell (DC) 

function, including antigen uptake and degradation, maturation and subsequent T-cell 

activation. In this study, we analyzed whether Y. pseudotuberculosis infection and Yop 

effector proteins play a role in the maturation and immunostimulatory capacity of DCs 

originating from differentiated bone marrow precursors from BALB/c or C57BL/6 mice. We 

found that Y. pseudotuberculosis reduces major histocompatibility complex (MHC) class II, 

CD80 and CD86 expression in both strains of mice, although the bacteria had a greater 

effect in BALB/c mice. We observed that YopE could interfere with the expression of 

maturation markers, which indicates a possible role for YopE in the inhibition of DC 

maturation. Infection by Y. pseudotuberculosis leads to a decrease in the immunostimulatory 

capacity of DCs, with T-cell proliferation significantly reduced on day 4 of co-culture. 

Stimulation of T-cells by DCs infected with YopJ, YopE and YopH mutants have a less 



robust effect on T-cell proliferation. The reduction in the expression of maturation markers 

and diminished immunostimulatory capacity of infected DCs may contribute to the ability of 

Y. pseudotuberculosis to evade adaptive immune responses and subsequently inhibit the 

host’s ability to clear the infection. 

1. Introduction  

Yersinia pseudotuberculosis is an enteropathogen that causes self-limiting gastroenteritis 

and lymphadenitis in humans. All pathogenic Yersiniae contain an extrachromosomal 70 Kb 

plasmid essential for the pathogenicity of the bacteria that encodes the Yersinia outer 

proteins (YpkA/YopO, YopE, YopH, YopJ/YopP, YopM and YopT) and the protein 

microinjection apparatus, the type III secretion system (TTSS), which is used to translocate 

the effector proteins from the bacterial cytoplasm into the cytosol of eukaryotic cells 

(Navarro et al. 2005). Once inside the cell, the Yop effector proteins are involved in 

inhibiting phagocytosis by disrupting the cytoskeleton of immune cells (Rosqvist et al. 1990, 

Grosdent et al. 2002) inhibiting or downregulating proinflammatory responses by interfering 

with host cell signaling pathways Bliska 2006) and inducing the apoptosis of macrophages 

(Monack et al. 1997) and DCs (Erfurth et al. 2004, Brodsky and Medzhitov 2008).

T-cell responses are crucial for the elimination of Yersinia infection. However, 

infection by Yersinia can inhibit the presentation of its antigens by antigen presenting cells 

(APCs) and subsequently impair T-cell activation (Navarro et al. 2005). DCs are the most 

potent antigen-presenting cells of the immune system; these cells are able to stimulate T-

cells and influence the adaptive immune response (Villadangos and Schnorrer 2007). 

Enteropathogenic Yersinia spp. directly affect DCs. In Y. pseudotuberculosis, YopH 

and YopE are the major virulence factors that affect the DC cytoskeleton (Viboud and 

Bliska 2005, Vlahou et al. 2009). YopJ plays an essential role in the inhibition of DC-



mediated inflammatory responses (Adkins et al. 2007) via the induction of apoptosis and the 

reduction of surface molecule expression (Erfurth et al. 2004). 

Previous findings demonstrated that Y. enterocolitica induces defective DC 

maturation and inhibits DC phagocytic capacity (Erfurth et al. 2004, Adkins et al. 2007), 

thereby impairing T-cell activation. In this study, we investigate whether Y. 

pseudotuberculosis infection and Yop effector proteins affect the maturation and 

immunostimulatory capacity of DCs. 

2. Materials and Methods 

2.1. 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. The study was approved by 

the School Committee for Ethics in Animal Experimentation, UNESP at Araraquara. 

2.2. Cell cultures and experimental infection 

DCs were generated using granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 

according to the protocol previously described (Mallowany et al. 2006) and were used for 

experiments on day 6 of culture. Bone marrow-derived DCs were grown in RPMI 1640 

medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma), 100 U/ml penicillin and 

streptomycin (Invitrogen), 2 mM glutamine (Invitrogen), 50 mM 2-mercaptoethanol (Sigma) 

and 1 mM sodium pyruvate (Sigma). DCs were infected in vitro at a multiplicity of infection 

(MOI) of 10:1 with Y. pseudotuberculosis YPIIIpIB1 (pYV+), YpIIIpIB232 (YopJ mutant), 

YpIIIpIB143 (YopM mutant), YpIIIpIB29 (YopH mutant) and YpIIIpIB522 (YopE mutant). 

These strains were generously provided by Dr. Hans Wolf-Watz (Umeå University, 



Sweden). The cell viability of infected and uninfected DCs was determined by trypan blue 

exclusion assay. 

2.3. Analysis of surface molecules by flow cytometry 

The DCs were phenotypically characterized by flow cytometry for the presence of the 

mouse DC surface marker CD11c. The maturation markers MHC class II, CD80 and CD86 

were analyzed after exposure of DCs to bacteria or 10 μg/ml lipopolysaccharide (LPS) from 

E. coli O111:B4 (Sigma) for 60 min in antibiotic-free culture media at 37°C. Gentamicin 

(100 μg/ml; Sigma) was subsequently added to kill any remaining extracellular bacteria, 

followed by 24 h of incubation. 

2.4 T-cell enrichment 

Lymphocytes were obtained from the spleens of mice immunized with heat-killed Yersinia

(HKY) 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, anti-CD4 and anti-CD8 (BD-PharMingen). The final cell suspension contained 

approximately 80% CD3, 38% CD4 and 50% CD8. 

2.5. Antigen-specific activation of T-cells 

T-cell enriched fractions were seeded in 96-well plates at a density of 5 x 105 cells per well 

and co-cultured with infected or uninfected DCs (2 x 104 cells/well) in the presence of HKY. 

After 4 days, T-cell proliferation was evaluated by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 

diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) colorimetric assay (Mosmann 1983). 



2.6. Statistical analysis 

The data were analyzed using Student’s t-test with the Origin statistical program, version 

8.0. 

3. Results and Discussion 

3.1. Culture of DCs with different bacterial strains of Y. pseudotuberculosis 

DCs were obtained from differentiated bone marrow precursors of BALB/c or C57BL/6 

mice. The proportion of CD11c+ cells after 8 days of in vitro differentiation was 76±1.8% 

and 71±2.2% from C57BL/6 and BALB/c mice, respectively (Fig. 1A). There was a 

decrease in the number of viable DCs present after Y. pseudotuberculosis infection in both 

mouse strains. The YpIIIpIB1 strain resulted in a higher percentage of cell death, 

approximately 40% of the total number of cells, compared with uninfected DCs. In contrast, 

DCs infected with the YopJ mutant showed the lowest number of dead cells (Fig. 1B). 

The induction of host cell death is thought to be an important virulence characteristic 

that can promote the survival of many pathogenic bacteria. YopP, which is homologous to 

YopJ of Y. pseudotuberculosis, induces DC death through the inhibition of mitogen-

activated protein kinases (MAPKs), predominantly p38 and jun N-terminal kinase (JNK) 

(Adkins et al. 2008). Previously, it has been reported that YopJ of Y. pseudotuberculosis

mediates the inhibition of MAP kinase kinase (MKKs) and the inhibition of factor nuclear 

kappa B (NF-kB) signaling pathways, which may be involved in cell death (Bliska 2006, 

Mukherjee et al. 2006). Moreover, DC death may be caused by YopJ after Y. 

pseudotuberculosis infection, as illustrated by the observation that the cytotoxicity of Y. 

pseudotuberculosis toward DCs can be significantly increased by inducing high levels of 

YopJ translocation (Brodsky and Medzhitov 2008). 



3.2. Surface molecule expression in DCs after infection with Y. pseudotuberculosis 

To assess the influence of Y. pseudotuberculosis infection on the maturation of DCs, the 

expression levels of MHC class II and the costimulatory molecules CD80 and CD86 were 

analyzed by flow cytometry. Our results showed an increase in the expression of MHC class 

II after infection with Y. pseudotuberculosis that carry the virulence plasmid compared with 

uninfected DCs. However, MHC class II expression of DCs infected with YPIIIpIB1 was 

less than that observed following infection with either the YopE mutant or in DCs treated 

with LPS, and this difference was more evident in DCs from BALB/c mice. The analysis of 

CD80 and CD86 expression showed that Y. pseudotuberculosis could impair the 

upregulation of these molecules. For instance, DCs from both mouse strains exhibited 

reduced CD80 and CD86 expression after infection with YopH and YopM mutant strains 

and, to a lesser extent, in the YopE mutant (Fig. 2). These results suggest that Y. 

pseudotuberculosis can inhibit DCs maturation and that Yop effector proteins play a role in 

this inhibition. 

DC maturation is crucial for their ability to activate T-cells (Autenrieth et al. 2010), 

and infection of DCs with Y. enterocolitica impairs MHC class II, CD80, CD86 and CD40 

expression via a mechanism that involves YopP (Erfurth et al. 2004, Autenrieth et al. 2010). 

The YopJ virulence factor from Y. pseudotuberculosis is also known to inhibit DC 

maturation, as illustrated by decreased expression of CD80, CD83 and CD86 (Fahlgren et al. 

2009). Here, we show that YopE effector proteins may act in concert with YopJ proteins to 

impact DC maturation. 

3.3. T-cell activation after infection of DCs with Y. pseudotuberculosis 

The capacity of infected or uninfected DCs from C57BL/6 or BALB/c mice to present the 

HKY antigen to T-cells and induce their proliferation was investigated using the MTT assay. 



We observed reduced T-cell proliferation following activation by YPIIIpIB1-infected DCs, 

indicating a decrease in DC immunostimulatory capacity. T-cells obtained from BALB/c 

mice exhibited less proliferation compared with cells from C57BL/6 mice. The impaired T-

cell proliferation was not observed following stimulation of T-cells by DCs infected with 

YopJ, YopE and YopH mutants (Fig. 3). 

T-cell responses are essential for the resolution of the Y. pseudotuberculosis

infection. The perturbation of DC function can inhibit T-cell activation and subsequently 

impair bacterial clearance. Enteropathogenic Yersinia strains are able to change the 

morphology of DCs (Shoppet and Huppertz 2001), affect antigen uptake and degradation 

(Adkins et al. 2008, Autenrieth et al. 2010), impair the processing of antigens (Kramer and 

Wiedig 2005) and inhibit T-cell proliferation (Erfurth et al. 2004, Fahlgree et al. 2009). In 

this study, we found that YopJ, YopE and YopH may contribute to the suppression of DCs. 

4. Conclusion 

In conclusion, our study demonstrates that Y. pseudotuberculosis infection is able to impair 

DC function, including survival, maturation and the ability to activate T-cells, through a 

mechanism that likely involves the Yop effector proteins. Furthermore, DC obtained from 

BALB/c mice were more affected by Y. pseudotuberculosis infection than cells from 

C57Bl/6 mice, indicating that strain differences may also play a role in this observation. 
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Fig 1. Viability of DCs after incubation with Y. pseudotuberculosis. (A) Flow cytometric 

analysis of DCs following 8 days of in vitro differentiation in the presence of recombinant 

mouse GM-CSF. CD11c was used as marker for DCs. (B) DCs from C57BL/6 and BALB/c 

mice were incubated with the indicated Yersinia strains (MOI 10:1), 10 μg/ml 

lipopolysaccharide (LPS) or medium (control). The antibiotic was added 1 h after infection 

to kill any remaining extracellular bacteria, followed by 24 h incubation. The number of 

viable cells was determined for trypan blue exclusion assay. The results are representative of 

two independent experiments and are presented as the mean ± S.D. of triplicate 

observations. *p<0.05 

Fig. 2. The expression of DC surface molecules after infection with Y. pseudotuberculosis.

DCs from C57BL/6 and BALB/c mice were incubated with the indicated Yersinia strains 

(MOI 10:1), 10 μg/ml lipopolysaccharide (LPS) or medium (control). The antibiotic was 

added 1 h after infection to kill any remaining extracellular bacteria, followed by 24 h 

incubation, as in Figure 1. DC surface expression levels of MHC class II, CD80 and CD86 

were analyzed by flow cytometry. The results are representative of two independent 

experiments and are presented as the mean ± S.D. *p<0.05 

Fig. 3. Proliferation of T-cells after co-culture with DCs infected with Y. 

pseudotuberculosis. T-cell enriched fractions were seeded in 96-well plates at a density of 5 

x 105 cells per well and co-cultured with DCs (2 x 104 cells/well) infected with the indicated 

Yersinia strains (MOI 10:1) or uninfected cells (control) for 4 days in the presence of HKY. 

T-cell proliferation was measured by the MTT assay. The results are expressed as the OD at 

540 nm, representing the production of formazan, and are presented as the mean ± S.D. of 

quadruplicate observations. *p<0.05 
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