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“Two roads diverged in a yellow wood, 
And sorry I could not travel both 

And be one traveler, long I stood 

(…) 

I shall be telling this with a sigh 

Somewhere ages and ages hence: 

Two roads diverged in a wood, and I— 

I took the one less traveled by, 

And that has made all the difference.” 

 

Robert Frost – ‘The Road Not Taken’ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



RESUMO 
 

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), acetato, propionato e butirato, são produtos 

finais oriundos do metabolismo bacteriano. Além de serem um importante substrato 

energético às células epiteliais intestinais, estes metabólitos são capazes de modular a 

ativação do sistema imune e, com isso, parecem exercer um papel importante na 

manutenção da homeostase do hospedeiro. Um dos principais mecanismos associados 

aos efeitos dos AGCCs é a ativação de receptores acoplados à proteína G, incluindo o 

FFAR2, receptor de membrana altamente expresso em neutrófilos. Embora se saiba 

que as bactérias anaeróbias são capazes de produzir altas quantidades de AGCCs em 

locais de infecção, os efeitos ocasionados por esta produção local e a ativação de 

FFAR2 ainda são incertos. Dessa maneira, este trabalho se propôs a investigar os 

efeitos dos AGCCs, produzidos localmente nos sítios de infecção, na resposta 

imunológica contra a bactéria patogênica Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

(Aa).  Para isso, utilizamos modelo de câmara subcutânea em camundongos C57BL/6 

para iniciar e manter uma monoinfecção isolada de Aa no interior do organismo dos 

animais. Os AGCCs inoculados juntamente com a bactéria na câmara não alteraram o 

padrão de migração leucocitária ao local da infecção, mas reduziram a capacidade das 

células em fagocitar e destruir as bactérias ali presentes, além de terem modulado 

negativamente a produção de citocinas e quimiocinas (TNF-α, IL-10 e Cxcl2) essenciais 

para orquestrar toda a resposta imune subsequente. Tais efeitos não decorreram de 

ações diretas dos AGCCs sobre o crescimento bacteriano ou de efeito citotóxico dos 

AGCCs sobre os leucócitos. In vitro, observamos que a incubação com AGCCs reduziu a 

capacidade de fagocitose e produção de TNF-α por neutrófilos humanos. Por fim, 

demonstramos ainda que o receptor FFAR2 é importante na resposta à infecção por 

Aa, uma vez que na sua ausência, houve uma redução na capacidade de eliminação 

dessa bactéria. Em suma, estes resultados indicam que a produção de AGCCs no local 

da infecção interfere com a ação dos neutrófilos e com isso pode contribuir para o 

início ou progressão do quadro infeccioso. 

 

 



ABSTRACT 
 

Short chain fatty acid (SCFAs), acetate, propionate and butyrate, are end products 

derived from bacterial metabolism. They are not only an important energetic substrate 

to the intestinal epithelial cells, but they are also capable of modulating the activation 

of the immune system, thereby helping to maintain the host homeostasis. One of the 

main mechanisms associated with the effects of the SCFAs is the activation of G 

protein-coupled receptors, including the FFAR2, a surface receptor highly expressed on 

neutrophils. Although it is already known that anaerobic bacteria are capable of 

producing high amounts of SCFAs at their infectious sites, the effects of this local 

production are still unclear. Thus, this study aimed to investigate the effects of these 

SCFAs, locally produced at the infectious sites, in the immune response against the 

pathogenic bacteria Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa).  For that, we have 

used a subcutaneous chamber model in C57BL/6 mice to initiate and maintain a 

monoinfection of Aa inside the organism of the animals. The SCFAs, inoculated 

together with the bacteria inside of the chamber, did not alter the pattern of 

leukocytes migration to the infectious site, but they reduced the capacity of the 

migrating cells to phagocytose and to destroy the bacteria, decreasing, as well, the 

production of certain cytokynes and chemokynes (TNF-α, IL-10 and Cxcl2) that are 

essential to orchestrate the subsequent immune response. These effects were not 

caused by direct actions of the SCFAs in the bacterial growth or their cytotoxic effects 

on leukocytes. In vitro, we have seen that incubation with SCFAs reduced the 

phagocytic capacity and the production of TNF-α by human neuthophils. Lastly, we 

have also demonstrated that the FFAR2 receptor is important for the response to Aa 

infection, since that in its absence, there was a reduction in the capacity to eliminate 

this bacterium. Altogether, these results indicate that the production of the SCFAs in 

the infectious site interferes with neutrophils actions and with that, it can contribute 

to the start and progression of the infectious disease. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Todos os animais apresentam relação simbiótica com micro-organismos, sendo 

estes parcialmente responsáveis pelo sucesso evolutivo e irradiação desse reino. Em 

seres humanos, estima-se que o número de células microbianas ultrapasse de duas a 

dez vezes o número de nossas próprias células, indicando assim uma importante 

interação biológica interespecífica (BÄCKHED et al., 2005; SENDER et al., 2016). A 

grande maioria destes micro-organismos se localiza em nosso trato digestório. 

SEKIROV et al., (2010) nos revelam que o número de bactérias aumenta 

exponencialmente conforme avançamos no trato gastrointestinal, com cerca de 101 

bactérias/grama no estômago, 103 no duodeno, 107 no íleo e incríveis 1012 no cólon. 

Esta microbiota atua ao longo de toda a vida na regulação da homeostase do 

hospedeiro, moldando e auxiliando em diversas funções fisiológicas como na absorção 

de nutrientes e no metabolismo, no desenvolvimento do sistema imunológico e na 

proteção contra agentes patogênicos (HOOPER et al., 2002; MAYNARD et al., 2012; 

BRESTOFF et al., 2013; PURCHIARONI et al., 2013; SOMMER et al., 2013). De fato, estudos 

nos mostram que alterações quali- ou quantitativas desta microbiota (processo 

denominado de disbiose) estão associadas com o desenvolvimento de diversas 

patologias incluindo doenças inflamatórias intestinais, câncer de cólon, diabetes 

mellitus tipo I e II, artrite reumatoide, periodontite, asma e até mesmo obesidade 

(ROUND et al., 2009). 

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs) são importantes produtos 

metabólicos oriundos desta microbiota. Encontrados em altas concentrações 

principalmente no cólon (70 – 140 mM), mas também na cavidade oral (1 - 38 mM) e 

no trato genital feminino (120 mM) (WONG et al., 2006; MIRMONSEF et al., 2011; Lu 

et al., 2014), estes ácidos carboxílicos são produzidos majoritariamente como produtos 

finais da fermentação das fibras alimentares por bactérias anaeróbias incluindo 

componentes dos filos Bacteroidetes e Firmicutes presentes no intestino. Os AGCCs 

mais abundantes em nosso organismo são o acido acético (C2), ácido propiônico (C3) e 

ácido butírico (C4), sendo normalmente encontrados em suas formas desprotonadas 

(acetato, propionato e butirato) (WONG et al., 2006). A composição das espécies 
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bacterianas, bem como a disponibilidade de substrato, são alguns dos fatores que 

podem alterar as vias de produção dos AGCCs. No entanto, de maneira geral, os AGCCs 

são produzidos pelas vias da glicólise (rota de Embden-Meyerhof-Parnas) e da pentose 

(TAN et al., 2014; KOH et al., 2016). Neste contexto, o acetato é derivado 

principalmente da hidrólise de acetil-CoA (oriundo do piruvato), o butirato é derivado 

do butiril-CoA (estrutura formada pela junção de duas moléculas de acetil-CoA), 

enquanto o propionato deriva principalmente do succinato (molécula oriunda do 

piruvato) (LOUIS et al., 2014; KOH et al., 2016). 

Como já bem estabelecido na literatura, após ser produzido, o butirato é 

preferencialmente utilizado pelos colonócitos como fonte energética, enquanto o 

acetato e o propionato são direcionados ao fígado via sistema porta hepático. O 

propionato é utilizado principalmente pelos hepatócitos, enquanto o acetato chega em 

altas concentrações na corrente sanguínea, sendo metabolizado pelos tecidos 

periféricos do organismo (POMARE, BRANCH & CUMMINGS, 1985). De fato, estudos 

nos mostram que a concentração plasmática dos AGCCs é muito baixa, com o acetato 

variando entre 60 - 150 µM, propionato entre 3 - 7 µM e butirato entre 1 - 4 µM 

(WOLEVER et al., 2002; VOGT et al., 2004). 

O papel dos AGCCs como combustível das células epiteliais já é bastante 

conhecido. Não apenas 70% - 90% da energia das células epiteliais intestinais provem 

dos AGCCs, como também cerca de 5 a 10% de toda a demanda energética do nosso 

organismo é oriunda destes metabólitos (MCNEIL, 1984; SUZUKI et al., 2008). Além 

disso, ações na regulação do crescimento celular, diferenciação, proliferação e 

apoptose já foram descritas (MILLARD et al., 2002; RABELO et al., 2003; HOSSAIN et 

al., 2006). Mais recentemente, novos estudos os têm relacionado com o recrutamento 

de leucócitos e modificações funcionais dos mesmos, influenciando na diferenciação, 

ativação e sobrevivência dessas células (revisado por CORRÊA et al., 2016). Diversos 

trabalhos têm sugerido um papel destes compostos na manutenção da tolerância no 

trato digestório, além de indicarem a aplicação destes metabólitos e/ou de seus 

derivados para o tratamento de condições inflamatórias (MASLOWSKI et al., 2009; 

VINOLO et al., 2009a; VINOLO et al., 2011b; TAN et al., 2016).  

Os ácidos graxos de cadeia curta atuam através de dois principais mecanismos 

de ação, conforme ilustrado na figura 1. O primeiro mecanismo se dá pela ligação 
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destes metabólitos com receptores acoplados à proteína G (GPCRs) presentes na 

membrana celular.  Uma vez feita a ligação com seus ligantes, tais receptores passam 

por mudanças conformacionais, ativando a proteína G. A proteína G é uma proteína 

heterotrimérica formada pelas subunidades α, β e γ que, quando ativada, libera as 

unidades α e βγ. Estas, por sua vez, irão regular a atividade de enzimas 

citoplasmáticas, desencadeando diversas sinalizações intracelulares (KATRITCH et al., 

2013). Dentre os principais GPCRs ativados por AGCCs podemos citar o GPR43 

(atualmente denominado de free fatty acid receptor 2 – FFAR2), GPR41 (ou free fatty 

acid receptor 3 – FFAR3), GPR109a (ou HCA2) e Olfr8 (olfatory receptor 8). Tais 

receptores são encontrados em diferentes tipos celulares (células epiteliais intestinais, 

células mielóides, linfócitos, adipócitos, entre outros), além de possuírem afinidades 

distintas pelos AGCCs: FFAR2 (acetato = propionato > butirato); FFAR3 (propionato = 

butirato > acetato); GPR109a (butirato) e Olfr8 (propionato = acetato) (BROWN et al., 

2003; LE POUL et al., 2003; PLUZNICK et al., 2013; TAN et al., 2014). A ativação desses 

receptores tem sido associada aos diversos efeitos dos AGCCs incluindo suas ações 

sobre a quimiotaxia, produção de mediadores inflamatórios e diferenciação de células 

T (MASLOWSKI et al., 2009; KIM et al., 2013; SMITH et al., 2013).  

O segundo mecanismo de ação dos AGCCs se dá pela inibição direta das 

histonas deacetilases (HDACs) e/ou ativação das histonas acetil-transferases (HATs) 

após adentrarem nas células. As HDACs são divididas em quatro classes (revisado por 

TAN et al., 2014; MANAL et al., 2016): classe I (HDACs 1, 2, 3 e 8), classe IIa (HDACs 4, 

5, 7 e 9) e IIb (HDACs 6 e 10), classe III (SIRT 1, 2 e 3) e classe IV (HDAC11), sendo elas 

as responsáveis por remover grupos acetil dos resíduos de lisinas das histonas e 

proteínas não-histonas. As HATs, por outro lado, apresentam função inversa, 

adicionando grupos acetil a estes mesmos resíduos. O balanço da atividade entre 

HDACs e HATs controla o perfil de acetilação das histonas, o que modula a transcrição 

de diversos genes. Os ácidos graxos de cadeia curta inibem as histonas deacetilases, 

principalmente as das classes I e II, com diferentes potências, sendo butirato > 

propionato > acetato, e com isso, regulam diversos mecanismos como, por exemplo, a 

produção de citocinas e a diferenciação celular (WANG et al., 2009; VINOLO et al., 

2011a, 2011b; SMITH et al., 2013). 
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Figura 1. Vias de atuação dos ácidos graxos de cadeia curta e seus principais efeitos celulares. A ligação 
destes metabólitos aos receptores de membrana acoplados à proteína G (GPCRs), principalmente 
FFAR2, FFAR3, GPR109a e Olfr78, desencadeia diversas sinalizações intracelulares que levarão às 
diferentes respostas celulares. Além disso, os AGCCs são ainda capazes de modificar as respostas 
celulares ao atuarem diretamente no núcleo ativando as histonas acetil-transferases (HATs) ou 
principalmente inibindo as histonas deacetilases (HDACs), enzimas que controlam a acessibilidade dos 
fatores de transcrição ao material genético (imagem retirada de CORRÊA et al., 2016). 

 

O receptor FFAR2 é altamente expresso em diferentes tipos celulares incluindo 

neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monócitos, células dendríticas e mastócitos (LE POUL 

et al., 2003; KARAKI et al., 2008; COX et al., 2009). A comprovação da participação dos 

AGCCs e seu receptor FFAR2 no recrutamento das células imunes durante o processo 

inflamatório veio de dois estudos publicados em 2009. No primeiro deles, MASLOWSKI 

et al. (2009) demonstraram que os neutrófilos de animais selvagens, mas não de 

animais FFAR2-/-, apresentaram quimiotaxia em relação ao acetato, embora apenas em 

altas concentrações (100 - 1000 µM). Interessantemente, camundongos knockout para 

esse receptor apresentaram inflamação exacerbada ou sem resolução nos casos de 

colite aguda e crônica, artrite e asma, mesmo recebendo tratamento com acetato. A 

hipótese dos autores para explicar esse efeito é de que o acetato, pela ativação de 

FFAR2, induz a apoptose de neutrófilos, além de gerar uma dessensibilização cruzada 

de receptores quimioatraentes, reduzindo assim a resposta inflamatória relacionada à 

colite. Por outro lado, Sina et al. (2009) mostraram que em modelo de colite aguda, 

camundongos knockout para FFAR2 apresentaram maior mortalidade quando 
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comparados ao grupo selvagem. Nesses animais, foi observado um menor 

recrutamento leucocitário, diminuída inflamação no cólon e atenuação no dano 

tecidual nesta região, embora tenha havido um aumento na mortalidade dos animais, 

o que pode ter decorrido de complicações sépticas por Clostridium spp. Já no modelo 

de colite crônica, os animais knockout tiveram redução na inflamação do cólon. Deste 

modo, com estes resultados paradoxais entre as duas publicações, permeneceu em 

aberto o real entendimento dos mecanismos de ação de FFAR2 e sua associação com 

os AGCCs no contexto inflamatório.  

Na literatura há vários artigos que demonstram a capacidade 

imunomodulatória dos AGCCs, a qual decorre de suas ações tanto nas células da 

imunidade inata quanto nas da imunidade adaptativa (conforme revisado por CORRÊA 

et al., 2016). As células epiteliais, por exemplo, atuam não somente impedindo 

fisicamente a entrada de micro-organismos nocivos à saúde do hospedeiro, mas 

também pela produção ativa de peptídeos antimicrobianos que controlam o 

crescimento e a proliferação das bactérias e fungos. Neste sentido, já foi demonstrado 

que o butirato atua de maneira bastante significativa na manutenção da homeostase 

do tecido epitelial, levando a um aumento na produção dos peptídeos antimicrobianos 

LL-37 e CAP-18 em coelhos e humanos, bem como na expressão de β-defensinas e 

outras catelicidinas em porcos (RAQIB et al., 2006; ZENG et al., 2013) e de IL-18 em 

camundongos (MACIA et al., 2015). Por fim, relatou-se ainda um aumento na produção 

de TNF-α, IL-6, Cxcl1 e Cxcl10 pelas células epiteliais intestinais, in vitro, tratadas com 

AGCCs, efeito este dependente da ação do receptor FFAR2 (KIM et al., 2013). 

Macrófagos e monócitos também já foram alvos de diversos estudos, embora 

com algumas conclusões controversas. COX et al. (2009), por exemplo, nos mostram 

que a presença dos AGCCs in vitro acarretou em um perfil anti-inflamatório de 

monócitos humanos com redução na produção de IL-10 e de prostaglandina E2. Além 

deste, outros autores mostraram que a presença dos AGCCs diminuiu a resposta 

inflamatória, bem como a migração, de macrófagos RAW264.7 à LPS (MAA et al., 2010; 

LIU et al., 2012; VINOLO et al., 2012). Por outro lado, MIRMONSEF et al. (2012) 

observaram que a incubação de células mononucleadas de sangue periférico com os 

AGCCs levou-as a um perfil pró-inflamatório com aumento na produção de IL-1β e IL-6. 

Neste sentido, é interessante apontar que alguns autores têm relacionado tais 
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divergências de resposta com o perfil de proliferação e diferenciação celular, na qual, 

por exemplo, o butirato atuaria inibindo o crescimento de células que possuem altas 

taxas de proliferação (BAILON et al., 2010). 

OS AGCCs também conseguem modular diversas funções dos neutrófilos 

(revisado por RODRIGUES et al., 2016). Estudos mostram que o butirato modula 

negativamente a internalização e morte de micro-organismos por neutrófilos. 

Incubação de neutrófilos com butirato reduziu a taxa de fagocitose e morte de Candida 

albicans e inibiu a produção de superóxido, peróxido de hidrogênio e ácido 

hipocloroso por estas células. Neste mesmo estudo, o acetato aumentou a produção 

de superóxido e peróxido de hidrogênio em neutrófilos de ratos enquanto o 

propionato não demonstrou efeito algum nessas células (VINOLO et al., 2009b). 

VINOLO et al. (2011c) destacaram ainda o papel do FFAR2 como um receptor 

quimioatraente necessário para a migração de neutrófilos através de fontes de 

acetato, propionato ou butirato in vitro. No entanto, como os AGCCs podem ser 

encontrados em praticamente todos os tecidos e na grande maioria das vezes 

associados a diversos outros quimoatrativos mais potentes, o real papel in vivo dos 

ácidos graxos de cadeia curta na migração dos neutrófilos via FFAR2 ainda está incerto.  

Estudos recentes revelam que os AGCCs são mediadores pelos quais a 

comunidade microbiana intestinal se comunica e interage com o sistema imune do 

hospedeiro, afetando o balanço entre mecanismos pró- e anti-inflamatórios. ARPAIA et 

al. (2013) demonstraram que o butirato, produzido pelas bactérias simbiontes 

intestinais, induz uma expressão aumentada de foxp3 em células T CD4+ in vitro, 

indicando sua diferenciação em células T reguladoras (Treg). Em estudo semelhante, 

camundongos que receberam dieta rica em fibra e que, consequentemente, 

apresentaram maior concentração dos AGCCs no intestino, possuíam maior 

quantidade destas células Treg no cólon (mas não em órgãos imunes periféricos). Este 

efeito indutor é tão forte que mesmo quando linfócitos T CD4+ foram submetidos, in 

vitro, a condições polarizantes de Th1 e Th17, a presença do butirato na cultura foi 

suficiente para induzir a diferenciação dessas células em linfócitos Treg (FURUSAWA et 

al., 2013). Os autores ainda demonstraram que o butirato aumenta a liberação de IL-

10 pelas células Treg, indiciando que ele possui um papel central não apenas na 

diferenciação destas células no cólon, mas também em sua funcionalidade. 
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Considerando que os AGCCs apresentam efeitos imunomodulatórios bastante 

relevantes, alguns estudos passaram a sugerir a participação dos mesmos na iniciação 

e estabelecimento de doenças infecciosas (NIEDERMAN et al., 1997a; NIEDERMAN et 

al., 1997b; AL-MUSHRIF et al., 2000). Um exemplo desta relação pode ser visto na 

doença periodontal, um quadro clínico que se caracteriza por um processo 

inflamatório crônico na região do periodonto. Embora possa ser influenciada por 

diferentes fatores como traumas mecânicos, nutrição, uso de tabaco e álcool, ou ainda 

por fatores genéticos, a principal causa de periodontite são os micro-organismos 

patogênicos encontrados na cavidade oral (oriundos de uma microbiota disbiótica), em 

especial bactérias Gram-negativas como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa), Treponema denticola, Tannerella forsythia, entre outras. 

De fato, estudos mostram que a presença de Aa em crianças saudáveis pode servir 

como um fator de risco para o início da periodontite agressiva localizada (FINE et al., 

2007). Além destas, alguns estudos demonstram que a presença do herpes vírus ou do 

fungo Candida albicans também podem contribuir para o desenolvimento da doença 

(MICHALOWICZ et al., 2000; ROBINSON 2002). PIHLSTROM et al. (2005) nos revela que 

tais micro-organismos são responsáveis por liberar grandes quantidades de 

leucotoxinas, colagenases, fibrinolisinas e diversas proteases que ativam uma resposta 

inflamatória local no periodonto (tecido conjuntivo que suporta o dente), levando à 

formação das chamadas bolsas periodontais entre a gengiva e as raízes dos dentes. 

Quando em estado crônico, tal inflamação acaba por liberar constantemente 

moléculas ativadoras de osteoclastos, que por sua vez são as células responsáveis pela 

desmineralização e reabsorção do ósso alveolar, tendo como consequência à perda 

dos dentes (CHAKRAVARTI et al., 2009; HAJISHENGALLIS, 2015). 

Neste sentido, estudos indicam que indivíduos com periodontite apresentam 

mudanças em relação às concentrações dos ácidos graxos de cadeia curta na cavidade 

oral. Pacientes que sofrem com a periodontite crônica, por exemplo, apresentam cerca 

de duas vezes mais propionato e quase três vezes mais butirato no fluido gengival 

crevicular do que indivíduos saudáveis (QIQIANG et al., 2012). Já em pacientes com 

periodontite generalizada agressiva, observou-se concentrações de duas a quatro 

vezes maiores de AGCCs no fluido gengival crevicular em comparação a indivíduos 

saudáveis (LU et al., 2014). Interessantemente, estudos também revelam que após o 
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tratamento da doença, as concentrações destes metabólitos foram reduzidas 

drasticamente (CHAUDRY et al., 2004; QIQIANG et al., 2012; LU et al., 2014). JORTH et 

al. (2014) relacionam tais efeitos diretamente com a microbiota local. Análises de 

metatranscriptoma da comunidade microbiana presente na cavidade oral de 

indivíduos saudáveis e indivíduos com periodontite revelaram diferenças em diversos 

genes que estão envolvidos no metabolismo bacteriano durante a progressão da 

doença, incluindo enzimas que participam ativamente na produção dos ácidos graxos 

de cadeia curta. Dessa maneira, apesar de comprovada a presença de altas 

concentrações dos AGCCs nestes locais de infecção, produzidos pelas próprias 

bactérias anaeróbias da microbiota alterada, nenhum estudo foi realizado na tentativa 

de esclarecer se estes AGCCs locais interferem, positiva ou negativamente, na resposta 

imunológica do hospedeiro contra os agentes patológicos, ou se são apenas uma 

consequência de mudanças no perfil microbiano sem apresentar, no entanto, 

relevâncias fisiológicas. 

Considerando o exposto, o presente estudo teve por objetivo investigar esta 

possível relação entre os AGCCs produzidos nos locais de infecção pelas bactérias 

anaeróbias e o desenvolvimento e progressão da infecção. Além disso, investigou-se 

ainda o papel do receptor FFAR2 neste contexto. Para isso, utilizamos modelo de 

câmara subcutânea para a geração de uma monoinfecção pela bactéria 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), uma bactéria Gram-negativa, anaeróbia 

facultativa, associada com a periodontite agressiva localizada ou generalizada, bem 

como com outras infecções humanas como a endocartite, pericardite, artrite 

infecciosa e vários tipos de abcessos (VAN WINKELHOFF et al., 1999). A bactéria Aa, em 

especial a cepa JP2 (a qual foi utilizada no presente trabalho), é produtora de 

leucotoxina (LtxA), uma proteína com peso molecular aproximado de 113 kDa que 

apresenta alta citotoxicidade, especificamente, para as células imunes de primatas 

(que expressa o receptor leukocyte function antigen 1 - LFA-1), atuando assim como 

um mecanismo de evasão bacteriano (como revisado por KACHLANY 2010; 

JOHANSSON 2011). De acordo com KACHLANY (2010), como a LtxA é altamente 

específica para leucócitos de primatas, fica difícil analisar seus fatores de virulência em 

células de camundongos ou de ratos. No entanto, alguns estudos nos mostram que a 

cepa JP2 de Aa é capaz de gerar perda óssea alveolar em camundongos quando 
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administrada oralmente (GARLET et al., 2007), bem como gera grandes lesões nestes 

animais quando inoculadas subcutaneamente (EBERSOLE et al., 1995). 

Nosso modelo experimental de câmara subcutânea, originalmente proposto 

por GENCO et al. (1991), vem como uma metodologia alternativa e eficiente para o 

estabelecimento de uma monoinfecção em um sítio isolado dentro do organismo do 

animal. Em linhas gerais, uma câmara em formato de bobina, feita de aço inoxidável, é 

implantada subcutaneamente no dorso de camundongos C57BL/6. Após alguns dias de 

recuperação, há o crescimento de um tecido epitelial que circunda toda a câmara, 

gerando um ambiente isolado no interior do animal, porém ainda permissivo ao 

sistema imune, propício para a geração e manutenção de uma infecção bacteriana 

utilizando apenas a espécie de bactéria desejada. Desta maneira, este modelo nos 

permite não apenas uma análise isolada do conteúdo presente na câmara ao longo do 

curso da infecção para diversos estudos microbiológicos, imunológicos, citológicos 

e/ou bioquímicos, como também um exame dos fatores solúveis e celulares 

produzidos localmente pelo organismo infectado, tudo isso analisando o exsudato 

inflamatório que é gerado dentro da câmara. Especificamente para nosso objetivo, 

este modelo permitiu desenvolver uma monoinfecção de Aa em um ambiente isolado 

na qual foi ainda possível adicionar diferentes composições dos AGCCs, de modo a 

observarmos como a presença ou ausência destes metabólitos, bem como de seu 

receptor FFAR2, modulará a resposta imunológica do organismo hospedeiro frente à 

infecção bacteriana. 
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2. OBJETIVO 

 

O objetivo deste estudo foi o de investigar a participação in vivo e in vitro dos 

ácidos graxos de cadeia curta, bem como a do seu receptor FFAR2, na resposta 

imunológica de camundongos C57BL/6 frente à infecção por Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

- Investigar os efeitos do perfil de AGCCs encontrado nos locais de infecção sobre 

o recrutamento dos leucócitos; 

- Avaliar possíveis modulações nos mecanismos efetores dos leucócitos, como sua 

capacidade de fagocitar e destruir as bactérias patogênicas, bem como sua 

produção de mediadores inflamatórios; 

- Examinar a possibilidade de que os AGCCs interfiram com o crescimento das 

bactérias; 

-  Avaliar o padrão de resposta à infecção em animais que não expressam o 

receptor FFAR2. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Todos os procedimentos com animais descritos neste projeto foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biologia da 

Universidade Estadual de Campinas (Protocolos 3230-1 e 4112-1) (Anexos I e II). Neste 

projeto foram utilizados camundongos C57BL/6 machos adultos (8 - 10 semanas de 

idade) provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB – 

UNICAMP). Com o intuito de explorar o mecanismo de ação dos AGCCs, utilizamos 

camundongos que não expressam o receptor FFAR2 (FFAR2-/-). Tais camundongos 

foram produzidos pela Deltagen (Califórnia, USA) como descrito na literatura 

(MASLOWSKI et al., 2009), fornecidos em colaboração, e mantidos em background de 

C57BL/6 no Biotério de Animais Transgênicos do Departamento de Genética, Evolução 

e Bioagentes do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Todos os 

camundongos foram mantidos em gaiolas com filtro na tampa e tiveram livre acesso à 

água e ração esterilizada.  

 

3.2 Bactérias 

Bactérias Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) cepa JP2, fornecidas pelo 

Laboratório de Anaeróbios coordenado pelo Prof. Mário Júlio Ávila Campos (ICB/USP), 

foram cultivadas em meio ágar BHI (ACUMEDIA – Indaiatuba, SP) chocolate 

suplementado com hemina (5 μg/mL) e menadiona (1 μg/mL), à 37° C, em 

anaerobiose. Para os experimentos, colônias isoladas de Aa foram coletadas em PBS 

estéril (pH 7,4) após 48 horas de crescimento, centrifugadas a 12.000 rpm por 5 

minutos e lavadas duas vezes. Escala de McFarland foi utilizada para ajustar a 

concentração desejada (1x109 bactérias/mL), sendo posteriormente ressuspendidas 

em PBS estéril (pH 7,4) contendo ou não um mix dos AGCCs. Parte desta ressuspensão 

bacteriana foi plaqueada novamente em ágar BHI chocolate para posterior 

determinação da ausência de contaminações.  
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3.3 Implantação da câmara subcutânea 

A implantação da câmara e a inoculação das bactérias em seu interior foram 

realizadas de acordo com protocolo anteriormente descrito por GENCO et al. (1991). 

Resumidamente, os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente com 

mistura de xilazina e ketamina (Anasedan e Dopalen – CEVA – Paulínia, SP) nas 

concentrações, respectivamente, de 10 mg/Kg e 20 mg/Kg de peso corpóreo. Em 

seguida, foi realizado o procedimento de tricotomia do quadrante inferior do dorso do 

animal utilizando lâmina, com posterior assepsia da região com álcool 70%. A cirurgia 

consistiu na realização de incisão de 1,5 cm no dorso do camundongo e inserção da 

câmara subcutaneamente. As câmaras foram confeccionadas utilizando fio de aço 

inoxidável e possuíam 0,5 cm de diâmetro e 1 cm de comprimento. As extremidades 

do fio de aço da câmara foram dobradas para dentro de modo a reduzir o risco de 

lesão ao animal. Após sua confecção, o material foi esterilizado em autoclave. A seguir, 

a incisão foi fechada com supercola (cianoacrilato), seguida da aplicação de 

degermante (solução de PVPI a 10%) na região. Os animais foram mantidos em 

recuperação por 10 dias, estando no primeiro dia sob o efeito de analgésico 

Cetoprofeno (5 mg/kg, injetado subcutaneamente). Após esse período, a câmara de 

aço foi totalmente recoberta por tecido epitelial e em seu interior permaneceu um 

espaço livre, no qual foram inoculadas as bactérias. Nenhum sinal de infecção foi 

observado nos animais durante todo o protocolo experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Morfologia da câmara subcutânea, fora do corpo do 
animal, 12 dias após ser implantada. Notar que a bobina de 
metal se encontra totalmente coberta por um tecido epitelial 
vascularizado. Além disso, mesmo ao final dos doze dias, a 
câmara ainda mantém seu formato original, não sofrendo 
deformidades. Tamanho da câmara: 1,0cm de comprimento x 
0,5cm de diâmetro. 
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3.4 Infecção com Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

Passados os 10 dias de recuperação dos animais, 100 μL de PBS contendo 1x108 

unidades formadoras de colônias (UFCs) de bactérias (acrescidos ou não dos AGCCs) 

foram inoculados diretamente no interior da câmara subcutânea com o auxílio de 

seringa hipodérmica com agulha de 25 G estéril (BD – São Paulo, SP). Para tanto, o 

animal foi anestesiado com isoflurano e a assepsia do local foi realizada com etanol 

70%. Os grupos controles foram inoculados apenas com PBS ou PBS com uma mistura 

dos AGCCs, ambos sem a presença da bactéria. Após inoculação na câmara, parte da 

suspensão de bactérias inicial foi plaqueada novamente em caldo BHI chocolate 

suplementado para contagem de UFCs (determinação do número inicial de bactérias), 

além de descartar possíveis contaminações. 

 

3.5 Concentração utilizada dos ácidos graxos de cadeia curta 

Foi utilizada uma mistura de AGCCs nas concentraçções de 26 mM de acetato, 10 

mM de propionato e 2,5 mM de butirato. Em alguns casos, os AGCCs foram utilizados 

isoladamente, mas sempre nestas mesmas concentrações mencionadas acima. Tais 

concentrações foram escolhidas baseando-se no artigo de LU et al. (2014) que 

descreve as concentrações de AGCCs encontradas no fluido gengival crevicular de 

indivíduos com periodontite agressiva generalizada antes do tratamento, condição 

infecciosa na qual há o envolvimento da bactéria Aa. Desta maneira, utilizamos 

concentrações que são muito próximas às observadas durante a infecção in vivo da Aa. 

 

3.6 Coleta e análise do material 

Após 4, 24 ou 72 horas da inoculação na câmara, os animais foram eutanasiados 

por deslocamento cervical e o exsudato inflamatório formado no interior da câmara foi 

coletado. Para evitar a coagulação do material, utilizou-se de seringa hipodérmica (BD 

– São Paulo, SP) contendo 30 µL de solução de EDTA 0,5M. Um mínimo de 100 µL de 

exsudato foi coletado, sendo posteriormente separado para diferentes análises 

conforme descrito abaixo: 
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3.6.1  Análise de mediadores inflamatórios 

Cerca de 50 µL do material obtido do interior da câmara foi coletado para a 

quantificação das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e IL-12 e das quimiocinas Cxcl1 e 

Cxcl2 utilizando imunoensaio enzimático (ELISA). De acordo com o protocolo fornecido 

pelo fabricante do kit (Duoset, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), placas de 96 

poços foram mantidas overnight com anticorpo de captura. No dia seguinte, as placas 

foram bloqueadas (PBS 0,05%-Tween 20- 0,1% albumina) por 1 hora, prosseguindo 

com a adição das amostras e dos padrões internos, sendo mantidas ao abrigo da luz, 

por 1 hora, à temperatura ambiente. Após lavagem (PBS 0,05% -Tween 20), adicionou-

se o anticorpo de detecção. Após 2 horas de incubação, as placas foram lavadas, 

seguindo com a adição de Estreptavidina (diluída 1:200), e mantidas ao abrigo da luz 

por 20 min. Após nova lavagem, adiciou-se solução de substrato (Solução A e B), 

mantendo-as ao abrigo da luz por mais 20 min. Ao final, adicinou-se solução de HCl 2M 

para parar a reação e a placa foi lida no espectrofotômetro em 450 nm. 

 

3.6.2 Análise quali- e quantitativa de leucócitos 

O total de células presentes no interior da câmara foi analisado por contagem em 

câmara de Neubauer após lise das hemácias presentes em 10 µL de exsudato e de 

ressuspensão do pellet celular em PBS estéril. A diferenciação morfológica das células 

(neutrófilos e células mononucleadas) foi realizada em lâminas de citocentrifugado 

(Citospin/INCIBRÁS), coradas com Panótipo Rápido (LABORCLIN), utilizando outros 20 

µL do exsudato.  

 

3.6.3 Análise da capacidade de killing das células imunes 

20 µL do material obtido foram diluídos serialmente em PBS estéril (pH 7,4) e 

plaqueados em ágar BHI chocolate suplementado com hemina e menadiona. As placas 

foram mantidas à 37°C, em anaerobiose, por 3-5 dias, seguido pela determinação do 

número de UFCs. Este número representa a quantidade de bactérias sobreviventes no 

interior da câmara, sendo inversamente proporcional à capacidade das células imunes 

em matar as bactérias inoculadas. 
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3.7 Análise da capacidade de fagocitose das células imunes 

Bactérias foram ressuspendidas em PBS estéril (pH 9,0) e marcadas com sonda 

pHrodo (pHrodo Red succinimidyl (NHS) ester - Invitrogen ThermoFisher Scientific - 

Waltham, Massachusetts, EUA) sob agitação, à 37°C, por 30 min ao abrigo da luz. Em 

seguida, as bactérias foram lavadas com PBS estéril (pH 7,4) e ressuspendidas em PBS 

estéril contendo ou não os AGCCs. Os animais foram inoculados com 1x108 UFCs de 

bactérias previamente marcadas. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e o exsudato inflamatório coletado. Os neutrófilos foram então 

marcados com anticorpo anti-Ly6G APC (BioLegend - San Diego, CA, USA) por 15 

minutos, sendo analisados no Citômetro de Fluxo FACS Calibur (BD – São Paulo, SP). 

Nesses experimentos utilizou-se solução de Azul de Tripan (0,03%) para o quenching 

da fluorescência das bactérias não internalizadas que apenas se ligaram externamente 

às células. 

 

3.8 Análise da viabilidade celular 

O exsudato inflamatório da câmara subcutânea foi coletado quatro horas após a 

inoculação de Aa ou de Aa + AGCCs (nas concentrações já mencionadas). Os 

neutrófilos (>90% dos leucócitos presentes no exsudato) foram então marcados com 

anticorpo anti-Ly6G PE (BioLegend - San Diego, CA, USA), bem como com 7-AAD 

(Sigma-Aldrich – St. Louis, MO, EUA) (marcador da integridade da membrana) e 

Anexina V-FITC (BioLegend - San Diego, CA, USA) (marcador de externalização da 

fosfatidilserina), por 15 minutos e ao abrigo da luz, sendo posteriormente analisados 

no Citômetro de Fluxo FACS Calibur (BD – São Paulo, SP). 

 

3.9 Curva de crescimento da Aa 

Antes da realização dos experimentos in vivo, testes foram realizados no intuito de 

analisar o crescimento bacteriano na presença dos AGCCs para verificar se os mesmos, 

por si só, apresentariam algum efeito direto sobre o crescimento da bactéria. Neste 

caso, as bactérias (1,5x108 UFCs/mL) foram mantidas em caldo BHI, acrescido ou não 

de AGCCs isolados (Controle: PBS; Ac: acetato 26 mM; Pr: propionato 10 mM; Bt: 

butirato 2,5 mM), em placas de 96 wells, em estufa à 37°C. Caldo BHI sem as bactérias 

foi utilizado como controle negativo. Após 24 horas de cultura, a placa foi retirada da 



34 

 

estufa e a densidade ótica da cultura foi determinada, em 600 nm, utilizando 

espectrofotômetro (Synergy HT – BioTek – Winooski, VM, EUA). Além disso, as 

bactérias foram igualmente cultivadas, por 24 horas, na presença ou ausência do mix 

de AGCCs usados in vivo. Tais amostras foram posteriormente diluídas serialmente em 

PBS estéril e plaqueadas em ágar BHI chocolate suplementado para determinação do 

número de UFCs. 

 

3.10 Experimentos com neutrófilos humanos 

Neutrófilos humanos foram isolados do sangue periférico de indivíduos saudáveis 

usando gradiente de separação por densidade Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA).  

Os eritrócitos foram removidos utilizando tampão de lise hipotônico (0,15M 

NH4Cl, 0,01M de NaHCO3 e 0,001M EDTA, pH 7,4) e os neutrófilos foram testados 

quanto a capacidade de fagocitar Aa, bem como a produção de TNF-α, ambas análises 

in vitro, na presença dos AGCCs. No primeiro caso, as bactérias foram previamente 

opsonizada com soro humano e marcadas com sonda pHrodo (pHrodo Red 

succinimidyl (NHS) ester). A opsonização é um processo que visa a ligação de 

opsoninas, em especial do sistema complemento, à membrana dos micro-organismos, 

de maneira a facilitar a fagocitose, uma vez que as células fagocíticas possuem 

receptores aos componentes do sistema complemento. Para isso, as bactérias foram 

incubadas à 37°C, por 30 min, em soro humano. Em seguida, 2,5x107 bactérias foram 

incubadas com 5X105 de neutrófilos isolados (MOI 1:50) por 2 horas, à 37°C, na 

presença ou ausência do mesmo mix dos AGCCs usados nos experimentos in vivo com 

camundongos. Por fim, as células foram marcadas com anticorpo anti-CD15 APC (clone 

HI98 - Immunotools) e analisadas por citometria de fluxo. 

Já para a análise de produção de TNF-α, 3x105 de células foram incubadas na 

presença de 3x106 de Aa (MOI 1:10) com ou sem o mix dos AGCCs por seis horas. O 

sobrenadante da cultura foi coletado e analisado pelo método de ELISA de acordo com 

protocolo fornecido pelo fabricante do kit (DuoSet R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) 

Ambos os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Campinas (CAAE: 002/201160895716.7.0000.5404). 
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3.11 Análise dos resultados 

Todos os resultados foram inicialmente analisados quanto a normalidade usando 

os testes de D’Agostino/Shapiro-Wilk. Comparações entre dois diferentes grupos 

experimentais foram realizadas por teste t ou teste de Mann Whitney. Para mais de 

dois grupos, as diferenças foram comparadas por ANOVA com pós-teste de Tukey. 

Análises foram realizadas utilizando o programa Prism 5.0 (Graph Pad Software, Inc., 

San Diego, Califórnia, USA). As diferenças foram consideradas significativas para 

p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 – Recrutamento leucocitário para o local de infecção 

Já é bem estabelecido na literatura que os ácidos graxos de cadeia curta per se 

induzem migração de neutrófilos in vivo e in vitro (MASLOWSKI et al., 2009; SINA et al., 

2009; VINOLO et al., 2009a, 2009b, 2011c). Dessa maneira, visamos inicialmente 

elucidar o perfil de migração celular para um local de infecção causada pela bactéria 

anaeróbia Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bactéria associada com a 

periodontite agressiva localizada e generalizada. Para isso, utilizamo-nos de um 

modelo de câmara subcutânea (GENCO et al., 1991) para geração de uma 

monoinfecção por Aa em camundongos C57BL/6.  

Primeiramente, analisamos o recrutamento celular para o interior da câmara 

subcutânea sem a presença da bactéria, apenas com inoculação de PBS (Grupo PBS) ou 

PBS acrescido de um mix dos AGCCs nas concentrações de 26 mM acetato, 10 mM 

propionato e 2,5 mM butirato (Grupo PBS + AGCCs), concentrações estas que remetem 

às mesmas encontradas no fluido gengival crevicular de pacientes com periodontite 

generalizada agressiva antes de receberem os devidos tratamentos (LU et al., 2014). 

Nosso intuito era o de determinar se os AGCCs apresentariam um efeito quimiotático 

nas células imunes neste modelo experimental. No entanto, conforme apresentado na 

figura 3, foi possível observar que a presença dos AGCCs não alterou o padrão de 

migração celular quando comparado ao grupo controle inoculado apenas com PBS. Por 

este motivo, para os próximos experimentos, o grupo PBS foi utilizado como sendo 

nosso grupo controle (CN – controle negativo).  

Em seguida, analisamos a migração celular após a inoculação da bactéria Aa 

(1x108 UFCs/100 μL). Para tal, utilizamo-nos de duas condições: 1) inoculação de 

suspensão de bactéria em PBS estéril (Grupo Aa); 2) inoculação de suspensão de 

bactéria no mesmo mix de AGCCs citado acima (Grupo Aa + AGCCs). As análises foram 

realizadas nos tempos de 4 (Figura 4A-4C), 24 (Figura 4B-4C) e 72 horas (Figura 4C). 

Como mostrado na figura 4, a inoculação da bactéria induziu um acúmulo massivo de 

células, predominantemente neutrófilos polimorfonucleares (Figura 4C), no interior da 

câmara. Os valores das médias de cada grupo para cada tempo podem ser 

encontrados nas tabelas 1, 2 e 3. De fato, foi observado um aumento de 3,8, 9,6 e 4,5 
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Tabela 1 – Padrão de migração leucocitária no tempo de 4 horas. 

 
 
 
 
 
Tabela 2 – Padrão de migração leucocitária no tempo de 24 horas. 

 
 
 
 
 
Tabela 3 – Padrão de migração leucocitária no tempo de 72 horas. 

 
Número Total 

de Células (x105) 
Número de Células 

Mononucleadas (x105) 
Número de 

Neutrófilos (x105) 

Aa (n=5) 3,2 ± 0,69 0,1 ± 0,02 3,1 ± 0,60 

Aa + AGCCs (n=5) 2,8 ± 0,38 0,1 ± 0,03 2,7 ± 0,40 

Controle Negativo (n=3) 0,71 ± 0,2 0,2 ± 0,08 0,5 ± 0,12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Número Total 

de Células (x105) 
Número de Células 

Mononucleadas (x105) 
Número de 

Neutrófilos (x105) 

Aa (n=12) 2,49 ± 0,30 0,26 ± 0,04 2,23 ± 0,30 

Aa + AGCCs (n=10) 2,03 ± 0,40 0,16 ± 0,03 1,87 ± 0,40 

Controle Negativo (n=3) 0,65 ± 0,20 0,29 ± 0,08 0,36 ± 0,06 

 
Número Total 

de Células (x105) 
Número de Células 

Mononucleadas (x105) 
Número de 

Neutrófilos (x105) 

Aa (n=18) 6,66 ± 1,80 1,09 ± 0,20 5,57 ± 1,60 

Aa + AGCCs (n=12) 9,83 ± 4,40 1,18 ± 0,30 8,65 ± 4,10 

Controle Negativo (n=4) 0,69 ± 0,20 0,38 ± 0,10 0,31 ± 0,10 
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geral na quantidade dos mediadores inflamatórios, a presença dos AGCCs levou a uma 

redução ainda mais intensa na concentração de TNF-α (Figura 11A), IL-10 (Figura 11D) 

e Cxcl2 (Figura 11G) quando comparados ao grupo controle sem a presença dos 

metabólitos, efeito não observado para IL-1β, Il-6, IL-12 e Cxcl1 (Figuras 11B, 11C, 11E 

e 11F, respectivamente), o que indica não se tratar de um efeito inespecífico e geral 

dos AGCCs. 

Foi também avaliada a produção de TNF-α no sobrenadante de cultura de 

neutrófilos humanos incubados com Aa por seis horas na presença ou não do mix de 

AGCCs. Desta vez, no entanto, o mix foi adicionado em diferentes diluições (diluído 

duas, cinco ou vinte vezes em relação ao mix original utilizado nos experimentos 

anteriores). Conforme apresentado na figura 12, houve uma redução na concentração 

de TNF-α quando em presença dos AGCCs, efeito esse que apresentou um perfil dose-

dependente.  

Com base nesses resultados, vemos que os ácidos graxos de cadeia curta 

presentes nos locais de infecção por bactérias anaeróbias são capazes de modular não 

somente a capacidade de neutrófilos em fagocitar os micro-organismos, mas também 

sua produção de mediadores inflamatórios, os quais orquestram toda a resposta 

imunológica. 

 

4.4 – Análises em camundongos FFAR2-/- 

Tendo determinado os principais efeitos imunomodulatórios dos ácidos graxos 

de cadeia curta produzidos pelas bactérias anaeróbias em seus locais de infecção, 

nosso próximo objetivo foi o de investigar o papel do receptor FFAR2, o principal 

receptor de AGCCs altamente expresso em neutrófilos e macrófagos (KIM et al., 2013; 

PARK et al, 2015), na resposta imune em nosso modelo. Para isto, animais FFAR2 

knockout de corpo inteiro foram utilizados. Estes animais juntamente com os seus 

controles (wild-type) foram submetidos aos mesmos experimentos em modelo de 

câmara subcutânea já descritos. Vale a pena ressaltar que no presente estudo, foram 

realizados apenas experimentos com os animais FFAR2-/- na presença ou ausência da 

bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans, no tempo de 24 horas, uma vez que 

foi neste período de tempo em que obtivemos os resultados mais significativos nos 

experimentos anteriores. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo demonstramos que os ácidos graxos de cadeia curta presentes no 

local de infecção reduzem a capacidade fagocítica de neutrófilos e modificam a sua 

produção de mediadores inflamatórios. Esses resultados indicam que a presença dos 

AGCCs pode contribuir para o início ou progressão do quadro infeccioso, uma vez que 

atenuam a ação de um importante componente do sistema imune inato do hospedeiro 

contra os micro-organismos. Além disto, nossos resultados demonstram a importância 

do receptor FFAR2 na montagem da resposta imunológica contra a bactéria Aa, tendo 

em vista que animais knockout para este receptor apresentaram menor capacidade de 

combater e destruir essas bactérias. 

Diversos estudos vêm sendo realizados visando elucidar o papel dos ácidos 

graxos de cadeia curta em condições inflamatórias, muito embora tal papel ainda seja 

motivo de discussões devido aos resultados controversos na literatura (MASLOWSKI et 

al., 2009; SINA et al., 2009; COX et al., 2009; MIRMONSEF et al., 2012). Embora já se 

saiba que as bactérias anaeróbias produzem quantidades significativas de AGCCs 

durante o desenvolvimento de suas infecções, ainda é incerto se tal produção acarreta 

em uma modulação imunológica de fato, ou se tais produtos são meramente gerados 

pelo metabolismo bacteriano sem grandes efeitos significativos no desenvolvimento e 

progresso das doenças. 

Um exemplo desta produção de AGCCs por bactérias patogênicas pode ser visto 

na doença periodontal, um quadro de inflamação crônica gerado por uma gama de 

espécies bacterianas específica que inclui, entre outras, a Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum. Estas 

bactérias são capazes de produzir diretamente altas concentrações dos AGCCs nas 

chamadas bolsas periodontais (AL-MUSHRIF et al., 2000; YU et al., 2014). Além disso, 

durante a periodontite, a concentração dos AGCCs é ainda alterada indiretamente 

devido à modificação a composição da microbiota oral normal (processo de disbiose). 

Neste sentido, nós nos propusemos a estudar o papel dos AGCCs no contexto 

infeccioso em relação às possíveis modulações na resposta imunológica.  

Assim, o modelo de câmara subcutânea (GENCO et al., 1991) foi utilizado para 

gerar um ambiente isolado, mas passível às ações imunológicas, no interior de 
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camundongos C57BL/6, local onde foi possível estabelecer e manter uma 

monoinfecção por Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Neste modelo, 

observamos que houve uma resposta imune local, autolimitada, com pico de migração 

leucocitária para o local de infecção 24 horas após inoculação da bactéria. 

Diferentemente do que é proposto na literatura em modelos de inflamação estéril in 

vivo e in vitro (LE POUL et al., 2003; MASLOWSKI et al., 2009; SINA et al., 2009; VINOLO 

et al., 2009b; VINOLO et al., 2011c), durante a infecção na câmara subcutânea a 

presença dos AGCCs não alterou a migração celular. É bastante plausível que tal 

resultado esteja relacionado ao fato de que durante um quadro infeccioso diversas 

moléculas quimiotáticas são produzidas e liberadas em conjunto, as quais podem ter 

uma ação mais relevante que os AGCCs. Em nosso modelo, por exemplo, a própria 

bactéria inoculada viva já atua como um forte fator indutor do recrutamento 

leucocitário. Dentro da câmara, há a geração de uma mistura complexa de diversos 

quimioatraentes como, por exemplo, quimiocinas do hospedeiro (Cxcl1 e Cxcl2), bem 

como moléculas do sistema complemento e as próprias moléculas bacterianas como a 

molécula de lipopolisacarídeo (LPS) e o peptídeo formil-Met-Leu-Phe (fMLP), que 

atuam em conjunto, mascarando, ou se sobressaindo, a quimiotaxia induzida pelos 

ácidos graxos de cadeia curta. Nesse sentido já é descrito na literatura, por exemplo, 

que neutrófilos in vitro pré-estimulados com fMLP, IL-8 ou leucotrieno B4 tiveram 

pouca, ou nenhuma resposta, quando estimulados posteriormente com acetato ou 

propionato (LE POUL et al., 2003). Este mesmo grupo demonstrou ainda que estas 

células apresentam uma dessenbilização dos receptores de AGCCs, uma vez que 

quando pré-estimuladas com acetato ou propionato, elas perdem temporariamente a 

capacidade de responder novamente aos mesmos ácidos graxos. Por outro lado, 

outros estudos nos mostram que o propionato, quando em conjunto com Cxcl1, pode 

potencializar o efeito quimioatraente desta quimiocina em neutrófilos, apresentando 

efeitos aditivos à quimiotaxia (SINA et al., 2009). Desta maneira, nossos resultados 

indicam que o efeito quimioatraente dos ácidos graxos de cadeia curta se torna pouco 

significativo quando na presença de um processo infeccioso. 

Embora não tenha havido diferença no número de leucócitos que migraram ao 

local da infecção, na presença ou ausência dos AGCCs, a função efetora destas células 

que adentraram a câmara foi modulada pela presença de tais metabólitos. O primeiro 
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indício deste efeito se deu por um aumento no número de bactérias viáveis no grupo 

dos animais que foram inoculados com o mix dos AGCCs. Neste contexto, é importante 

ressaltar que as hipóteses de que os AGCCs estariam modulando o crescimento 

bacteriano (como já descrito por HUANG et al., 2011) ou mesmo de que eles 

apresentem efeitos citotóxicos em neutrófilos (como demonstrado por MASLOWSKI et 

al., 2009; AOYAMA et al., 2010) foram testadas e descartadas no modelo utilizado 

neste estudo. 

Assim sendo, analisamos em seguida a capacidade dos neutrófilos em fagocitar 

as bactérias presentes no local de infecção. Classicamente os neutrófilos são tidos 

como as primeiras células a chegarem ao local e infecção, fato este corroborado por 

nossos achados, uma vez que os neutrófilos são o tipo celular predominante no 

interior da câmara ao longo de todo o tempo analisado. Ao chegarem ao local, sua 

principal função é a de fagocitar e destruir os micro-organismos antes que a infecção 

se espalhe, além de liberarem diversas citocinas e quimiocinas que irão orquestrar 

toda a reposta imune subsequente (WITKO-SARSAT et al., 2000). Os neutrófilos, como 

revisado por LEE et al. (2003) são capazes de internalizar partículas opsonizadas e não-

opsonizadas, sendo essas reconhecidas pelos receptores de membrana Fc e o grupo 

das β2-integrinas que se ligam, respectivamente, aos anticorpos e a componentes do 

sistema complemento. O fagossomo formado, com os micro-organismos em seu 

interior, passa por um processo de maturação que inclui a aquisição de enzimas 

microbicidas, ATPases e do complexo NADPH oxidase, fundindo-se posteriormente aos 

lisossomos dando origem aos fagolisossomos, estruturas que apresentam lúmen com 

pH ácido, o que favorece o funcionamento das enzimas lisossomais e sua atividade 

microbicida (LEE et al., 2003). 

A literatura acerca dos efeitos dos ácidos graxos de cadeia curta em neutrófilos 

se mostra bastante controversa. Diversos artigos nos mostram que os AGCCs 

diminuem, por exemplo, não somente a capacidade fagocítica de neutrófilos humanos 

e de ratos, mas também sua produção das espécies reativas de oxigênio, um dos 

principais mecanismos de eliminação dos micro-organismos fagocitados (LIU et al., 

2001; VINOLO et al., 2009a). No entanto, o efeito inverso já foi igualmente relatado na 

literatura, no qual a produção de espécies reativas de oxigênio e a taxa de fagocitose 

foram aumentadas na presença dos AGCCs, efeitos estes que se mostraram 
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dependentes do receptor FFAR2 (MASLOWSKI et al., 2009). Aparentemente, tais 

divergências se dão pelos diferentes estímulos a qual as células são submetidas, bem 

como pelo estado de ativação das células e/ou concentração dos AGCCs utilizados.  

O presente estudo revela que os AGCCs presentes no local infeccioso reduzem 

a atividade fagocítica dos neutrófilos que chegam para combater os micro-organismos. 

Desta maneira, há um enfraquecimento da resposta imunológica, justificando a maior 

quantidade de bactérias viáveis vista anteriormente. Vemos, portanto, que a presença 

de altas concentrações de AGCCs pode favorecer um escape bacteriano em relação às 

ações do sistema imunológico. É interessante notar que neutrófilos humanos 

apresentam a mesma redução significativa na capacidade de fagocitar as bactérias Aa 

in vitro quando na presença dos AGCCs, o que corrobora com os nossos achados 

murinos in vivo. 

Como dito acima, os neutrófilos são responsáveis não apenas por fagocitar e 

eliminar os micro-organismos invasores, mas também por secretar grandes 

quantidades de citocinas e outros mediadores inflamatórios que irão auxiliar as demais 

células da resposta imunológica (MANTOVANI et al., 2011). Este fato pode ser visto em 

nossos resultados de análise do exsudato no tempo de 4 horas após a inoculação 

bacteriana, na qual a quantidade de citocinas, de maneira geral, aumentou cerca de 25 

a 2000 vezes em relação às concentrações basais, já neste curto espaço de tempo. No 

entanto, neste período, a presença dos AGCCs não gerou diferenças signifcativas de 

produção das mesmas. Novamente, é provável que a bactéria em si seja um fator 

ativador tão potente às células imunes que seu efeito se sobressai em relação a outras 

moléculas ali presentes. 

Observou-se, porém, que tal produção de citocinas não se mantem alta por 

muito tempo. A concentração dos mediadores inflamatórios no exsudato no tempo de 

24 horas após inoculação da bactéria cai drasticamente em relação à quantidade 

observada no tempo de 4 horas. Neste tempo, porém, os AGCCs desencadearam uma 

redução ainda mais acentuada de TNF-α, IL-10 e Cxcl2, efeito esse que não foi 

observado para os demais mediadores analisados, demonstrando um efeito específico, 

e não generalizado, sobre a produção das citocinas. Vale ainda ressaltar que o mesmo 

efeito de redução na concentração de TNF-α foi observado, in vitro, com neutrófilos 

humanos.  
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TEDELIND et al. (2007) demonstraram efeitos anti-inflamatórios pela redução 

de TNF-α de neutrófilos humanos quando incubados, in vitro, com altas concentrações 

dos AGCCs (30 mM) em conjunto com agonistas de TLR4 (LPS). Por outro lado, 

MIRMONSEF et al. (2012) revelaram um aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias, por células mononucleadas humanas, especificamente na presença dos 

AGCCs e agonistas de TLR2 in vitro, mas não com agonistas de TLR4 (LPS). Resultados 

na modulação na produção de mediadores pró- e anti-inflamatórios pelos AGCCs 

foram também descritos em macrófagos (COX et al., 2009), células epiteliais (KIM et 

al., 2013), células dendríticas (BERNDT et al., 2012; LIU et al., 2012) e linfócitos (SINGH 

et al., 2014; PARK et al., 2015). Neste contexto, nossos resultados sugerem que a 

produção dos ácidos graxos de cadeia curta durante o desenvolvimento de infecções 

pode atenuar a produção de importantes citocinas pró-inflamatórias e quimicionas por 

neutrófilos, levando não apenas a uma regulação imediata destas primeiras céluas que 

ali chegam, como também possivelmente de toda a atuação das células imunes 

posteriores. Embora não tenhamos analisado os mecanismos moleculares por trás da 

modulação na produção de citocinas pelos AGCCs, acreditamos que este efeito de 

redução de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α possa estar relacionado, ao menos 

parcialmente, com uma repressão na atuação de NF-κB, como demonstrado nos 

experimentos de PARK et al. (2007). 

Acreditamos também que os efeitos descritos neste estudo se relacionem com 

o contato direto das células imunes com os ácidos graxos de cadeia curta, tendo em 

vista que tais moléculas produzidas nos locais de infecção são encontradas em altas 

concentrações quando os leucócitos chegam ao local. Esta nossa hipótese se baseia 

nas observações de diversos estudos realizados exclusivamente no ambiente intestinal 

em condições homeostáticas. VELÁZQUEZ et al. (1997) demonstraram, por exemplo, 

que o butirato é capaz de induz proliferação celular, mas somente em baixas 

concentrações, como observado nas criptas intestinais. É interessante notar que em 

condições fisiológicas, os AGGCs são produzidos pela microbiota intestinal em altas 

concentrações no cólon (70 – 140 mM), mas a concentração que de fato entra em 

contato com as células epiteliais intestinais (conolócitos) é muito menor. Isso se dá 

devido principalmente à camada de muco que se localiza sobre o epitélio 

(aproximadamente 100 mm de largura), sendo ela constantemente renovada pela 
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produção das células caliciformes e do peristaltismo intestinal (FORSTNER e 

FORSTNER, 1994). Assim sendo, um gradiente de concentração de AGCCs é formado 

no sentido do lúmen às criptas intestinais, com alguns estudos relatando 

concentrações de 50 – 800 µM de butirato na base das criptas (SENGUPTA et al., 

2006). 

Ainda neste sentido, DONOHOE et al. (2012) nos revela que o butirato é capaz 

de estimular a proliferação ou a apoptose das células epiteliais intestinais (IECs) 

dependendo da sua concentração. Esse AGCC promove a proliferação destas células 

quando em baixas concentrações, como no caso nas criptas intestinais onde há 

constante renovação tecidual, mas induz apoptose quando em concentrações mais 

elevadas, como ocorre nas células próximas ao lúmen, processo que auxilia o turnover 

celular. Tal divergência dos efeitos dos AGCCs já foi associada ao chamado ‘Efeito de 

Warburg’, estudado mais profundamente em carcinomas de cólon.  

Um artigo recente nos revela que o propionato, em experimentos in vitro, foi 

capaz de induzir as células imunes de camundongos e humanas a um perfil anti-

inflamatório frente a estímulos específicos como LPS ou determinadas bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e fungos. No entanto, o tratamento in vivo com propionato, 

administrado tanto intraperitonealmente quanto por via oral (adicionado a água de 

beber), não foi suficiente para modificar a susceptibilidade de camundongos a 

diferentes quadros infecciosos com Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella 

pneumoniae, os principais agentes etiológicos de sepse em humanos (CIARLO et al., 

2016). PARK et al. (2015) nos mostra ainda que a presença de acetato e propionato em 

cultura promoveu a diferenciação de células T naïve em células Th1 e Th17. No 

entanto, a administração in vivo de acetato na água de beber de camundongos não foi 

capaz de modular a frequência e o número total de células Th1 e Th17 no cólon 

quando em condições fisiológicas sem infecção. Embora ambos os grupos não citem a 

diferença de concentração/contato dos AGCCs como uma causa direta das diferenças 

de respostas encontradas, trata-se de uma hipótese bem embasada que podemos 

inferir.  

Dessa maneira, com base nos estudos intestinais expostos acima, nós 

extrapolamos tais observações e hipotetizamos que algo similar possa estar 

acontecendo em nosso modelo de infecção, isto é, nós acreditamos que as células 
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imunes, ao chegaram ao local de infecção, entram em contato direto com altas 

concentrações dos ácidos graxos de cadeia curta que se encontram neste local e que 

estas condições reprimem diversas funções celulares como a produção de mediadores 

inflamatórios e a capacidade fagocítica. Com isso, há uma diminuição da resposta 

imunológica contra a bactéria, auxiliando no progresso do quadro infeccioso.  

O receptor FFAR2 (ou GPR43, segundo a nomenclatura mais antiga) é o 

receptor de ácidos graxos de cadeia curta mais expresso em células mielóides, em 

especial em neutrófilos (LE POUL et al., 2003; KARAKI et al., 2008; COX et al., 2009). 

Como revisado por ANG & DING (2016), o papel de FFAR2 no contexto inflamatório 

ainda é controverso na literatura. Alguns grupos relatam, por exemplo, que 

camundongos que não expressam tal receptor apresentam uma inflamação crônica 

exacerbada no cólon, com redução no recrutamento de neutrófilos, redução de células 

Treg e redução da expressão de IL-18 por células epiteliais intestinais, além de uma 

intensificação nos quadros de artrite e asma (MASLOWSKI et al., 2009; MASUI et al., 

2013; SMITH et al., 2013; MACIA et al., 2015). Em contrapartida, outros autores nos 

mostram que estes mesmos camundongos knockout para FFAR2 apresentam uma 

redução no quadro inflamatório crônico no cólon, com um aumento na migração de 

neutrófilos, além de redução na inflamação em modelo de gota (SINA et al., 2009; KIM 

et al., 2013; VIEIRA et al., 2015).  

Interessante apontar, no entanto, que tais divergências são descritas não 

apenas em estudos de inflamação, mas também em alguns outros modelos 

experimentais. Diversos artigos apontam que a ausência do receptor FFAR2 leva a um 

aumento de marcadores de obesidade em camundongos (GE et al., 2008; TOLHUST et 

al., 2012; KIMURA et al., 2013), resultados estes contrários aos observados por 

BJURSELL et al. (2011) na qual estes camundongos FFAR2-/- apresentaram redução de 

gordura corporal mesmo quando sob dieta rica em gordura. Por fim, é possível ainda 

observar que o mesmo padrão de divergência é descrito acerca de outro receptor dos 

AGCCs, o FFAR3 (ou GPR41), com resultados mostrando que sua ausência acarretaria 

em atenuação de um quadro de colite crônica (KIM et al., 2013), enquanto outros 

demonstram que sem ele, os animais apresentam um quadro de colite crônica mais 

acentuadao (MASLOWSKI et al., 2009). Vemos, portanto, que embora esteja clara a 

importância destes receptores em doenças crônicas inflamatórias, ainda há um 
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desacordo na literatura quanto ao seu papel no início e progressão destas condições. 

De acordo com ANG & DING (2016), diversos fatores podem contribuir para esta 

inconsistência vista nos camundongos FFAR2 knockout, como por exemplo os efeitos 

não-específicos que ainda não foram descritos nestes animais, os diferentes modelos 

de doenças utilizados, ou ainda diferenças nas linhagens de camundongos utilizadas 

nos cruzamentos.  

Nossos resultados demonstram que em nosso modelo murino in vivo, a 

presença ou ausência do receptor FFAR2 não ocasiona mudanças significativas na 

quimiotaxia dos leucócitos para o local da infecção. No entanto, novamente 

acreditamos que durante o estabelecimento e o desenvolvimento da infecção, o efeito 

quimioatraente do FFAR2 via AGCCs (como descrito na literatura em outros modelos já 

citados) deva estar mascarado pela ativação de outros receptores celulares mais 

potentes como, por exemplo, TLR4 ativado pela presença de LPS bacteriano, entre 

outros. Embora não houveram efeitos significativos na migração celular, foi possível 

observar uma modulação na função efetora das células que migram ao local da 

infecção. Animais FFAR2-/- apresentaram cerca de duas vezes mais bactérias viáveis no 

interior da câmara subcutânea quanto comparados aos animais FFAR2+/+. Alem disto, 

foi possível notar uma modulação específica na produção de IL-10 quando na ausência 

do receptor. Embora este presente estudo não tenha analisado as vias de sinalização 

do receptor FFAR2, a literatura recente nos sugere que os efeitos desencadeados por 

sua ativação podem envolver a participação do inflamassoma. Macia et al. (2015) 

demonstraram que a ativação de FFAR2 nas IECs, via ligação com os AGCCs, leva à 

ativação intracelular do complexo NLRP3 inflamassoma, cujo efeito é um aumento na 

integridade do epitélio. De maneira semelhante, Vieira et al. (2015) nos mostra que 

em macrófagos murinos a ativação do complexo NLRP3 inflamassoma é ao menos 

parcialmente dependente da ativação prévia de FFAR2.  

Dessa maneira, este presente estudo sugere que a ativação do receptor FFAR2 

seja relevante para as funções efetoras de neutrófilos em condições infecciosas, neste 

caso, uma infecção bacteriana causada por Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

uma vez que sua ausência acarreta em uma diminuição da resposta imunológica do 

hospedeiro contra os agentes infecciosos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Concluímos que os ácidos graxos de cadeia curta presentes nos locais de 

infecção não alteram o padrão de migração leucocitária, mas são capazes de atenuar a 

resposta imune contra a bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans por 

reduzirem a produção de importantes mediadores inflamatórios, bem como a 

capacidade fagocítica dos neutrófilos. Alem disso, concluímos que estes metabólitos 

não alteram diretamente o crescimento bacteriano local. Por fim, foi possível concluir 

que o receptor FFAR2 é importante para a montagem da resposta imune contra a 

bactéria Aa. Desta maneira, estes resultados demonstram que o perfil dos AGCCs 

encontrado nos locais de infecção modula negativamente a resposta imune, 

favorecendo a sobrevivência da bactéria e, com isso, a manutenção e desenvolvimento 

do quadro infeccioso. 
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