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RESUMO 

 

O fator induzível por hipóxia (HIF) é um componente chave na adaptação das células à redução da 

demanda de oxigênio tecidual. Esta condição é frequentemente associada a infecções por bactérias 

e está associada a alterações de mecanismos efetores das células imunes. Contudo, há pouca 

informação a respeito da participação desse fator na resposta imune a bactérias envolvidas no 

desenvolvimento de periodontite, como a Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). Dessa 

maneira, este trabalho teve como objetivo avaliar a relevância do HIF-1 na função efetora de 

neutrófilos frente à bactéria Aa e, juntamente, analisar a ação dos produtos derivados da 

fermentação bacteriana, os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), na ativação deste fator de 

transcrição em neutrófilos. Para tal, utilizamos in vitro compostos que modificam a estabilidade de 

HIF-1 na presença de oxigênio, assim como à incubação das células em condições de hipóxia. 

Além disso, foram realizadas análises in vivo, utilizando animais com deleção tecido específico de 

HIF-1 em células mielóides. Vimos que a ativação da via do HIF-1 em neutrófilos por meio de 

estabilizadores sintéticos ou através da redução de oxigênio aumenta a produção do mediador IL-

1β após estimulação com Aa. Para a capacidade fagocítica observou-se redução dessa função de 

neutrófilos frente a bactéria Aa sob condição de hipóxia, mas não nos ensaios com estabilizador 

sintético de HIF-1. Ao avaliarmos a capacidade de killing vimos que a ativação da via de HIF em 

neutrófilos acentuou sua ação microbicida. Ao avaliarmos a ação dos AGCCs na ativação de HIF-

1, observamos esses compostos reduziram a estabilidade de HIF-1 e que a hipóxia alterou a resposta 

de neutrófilos a bactérias na presença de AGCCs. No modelo de infecção em animais com deleção 

de HIF-1 em células mielóides, vimos aumento na produção de IL-10 e redução de TNF-α. 

Entretanto, não observamos diferenças em outros parâmetros dos grupos avaliados. Desta forma, 

concluímos que a hipóxia e ativação de HIF-1 em neutrófilos são importantes para as suas funções 

efetoras durante a infecção por Aa, e os AGCCs, principalmente o butirato, interferem 

negativamente nesta ativação de HIF-1, podendo assim modular a resposta durante quadro 

infeccioso.  

Palavras-chave: Fator induzído por hipóxia, neutrófilos, hipóxia, ácidos graxos de cadeia curta. 

  



ABSTRACT 

 

The hypoxia-inducible factor (HIF) is a key component in the adaptation of cells to the reduction 

of tissue oxygen demand. This condition is often associated with bacterial infections and with 

changes in the effector mechanisms of immune cells. However, there is a limited amount of 

information regarding the participation of this factor in the immune response to bacteria involved 

in the development of periodontitis, such as Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). The 

aim of this study was to evaluate the relevance of HIF-1 to the effector function of neutrophils 

against Aa bacteria and to analyze the action of products derived from bacterial fermentation, short 

chain fatty acids (SCFAs), in the activation of this transcription factor in neutrophils. For this, we 

used in vitro compounds that modify the stability of HIF-1 in the presence of oxygen, as well as 

the incubation of the cells on hypoxia. In addition, in vivo analyses were performed using animals 

with tissue-specific deletion of HIF-1 in myeloid cells. We saw that the activation of the HIF-1 

pathway in neutrophils by synthetic stabilizers or by reduction of the oxygen levels increases the 

production of IL-1β after Aa stimulation. Regarding the phagocytic capacity, we observed a 

reduction on this neutrophil function against the Aa bacterium under hypoxic condition, but not in 

the HIF-1 synthetic stabilizer assays. When evaluating the killing capacity, we saw that the 

activation of the HIF pathway in neutrophils accentuated their microbicidal action. When assessing 

the action of SCFAs on the activation of HIF-1, we observed that these compounds reduced the 

stability of HIF-1 and that hypoxia altered the neutrophil response to bacteria in the presence of 

SCFAs. In the model of infection in animals with deletion of HIF-1 in myeloid cells, we saw an 

increase in the production of IL-10 and reduction of TNF-α. However, we did not observe 

differences in other parameters among the evaluated groups. Thus, we conclude that hypoxia and 

activation of HIF-1 in neutrophils are important for their effector functions during Aa infection, 

and SCFAs, especially butyrate, interfere negatively with this activation of HIF-1, thus modulating 

the response during an infectious disease. 

Key words: Hypoxia-inducible factor, neutrophils, hypoxia, short chain fatty acids. 
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INTRODUÇÃO 

 
Leucócitos são células do sistema imunológico que atuam na remoção e destruição de 

patógenos invasores ao organismo, além de liberarem mediadores químicos, estimulando a 

regeneração tecidual e crescimento celular. Um dos leucócitos encontrado em maiores números na 

circulação sanguínea de humanos adultos e que atuam diretamente na fase incial do processo 

inflamatório são os neutrófilos, foco deste estudo. 

Neutrófilos possuem funções consideradas relevantes na defesa do hospedeiro, em 

especial na resposta e resolução de infecções. Essa célula é o tipo mais abundante de leucócitos no 

sangue humano constituindo em torno de 60 a 70% de todos os leucócitos presentes no sangue. 

São células derivadas de precursores da medula óssea que possuem grande capacidade de migração 

para os tecidos e apresentam uma meia vida relativamente curta (K. HUNNIGER & O. KURZAI, 

2018). Foi estimado que o tempo de vida destas células no sangue de camundongos é de até doze 

horas, enquanto que em humanos podem sobreviver por até cinco dias, sendo que ao final deste 

tempo, a célula tende a morrer por mecanismos apoptóticos espontâneos. (KOLACZKOWSKA & 

KUBES, 2013). Quanto a sua morfologia, sabe-se que seu núcleo é condensado e multilobular, 

além de conter vários grânulos e vesículas intracelulares no citoplasma, o que justifica sua 

denominação de granulócito polimorfonuclear (FUTOSI et al., 2013).  

Uma característica importante dessa célula é o fato de expressar diferentes classes de 

receptores de reconhecimento de padrões moleculares de microrganismos incluindo receptores toll-

like (TLR) e do tipo nod (NLRs) como NLRP1, NLRP3, NLRP6. Isso permite que essas células 

reconheçam e montem as respostas imunes iniciais contra patógenos (THOMAS & SCHRODER, 

2013).  

Atualmente, como já bem estabelecido na literatura, sabe-se que neutrófilos estão 

envolvidos em diversos processos fisiológicos e patológicos, tais como angiogênese, cicatrização 

de feridas, doenças autoimunes e neoplásicas, além de condições patológicas inflamatórias 

(TAMASSIA et al., 2018). Esse envolvimento se dá pelas mais variadas funções desta célula, 

dentre essas, considera-se como principais: fagocitose de patógenos; liberação de proteases, como 

elastase e catepsinas; liberação de peptídeos antimicrobianas como α-defensinas e catelicidinas; 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS); liberação de armadilhas extracelulares (NETs); 
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além da secreção de citocinas e quimiocinas que induzem a atração e ativação de outras células do 

sistema imune (HARRIS et al., 2014 ;HAJISHENGALLI et al., 2015). Essa célula é capaz de 

sintetizar in vitro e in vivo, dependendo do estímulo, citocinas como TNF-α, IL-1β, IL-6, além de 

quimiocinas como CXCL1, CXCL8, CXL10, entre outros mediadores inflamatórios (TAMASSIA 

et al., 2018). Sendo assim, fica-se claro que os neutrófilos e suas ações biológicas têm papel chave 

em processos inflamatórios.  

O processo inflamatório é um mecanismo de defesa do hospedeiro contra patógenos 

invasores (agentes biológicos) ou ação de agentes químicos ou físicos, que acarretam em lesões 

teciduais. Esta resposta é orquestrada por células e mediadores específicos, que colaboram de 

forma direta para neutralizar e eliminar os estímulos prejudiciais, visando o reestabelecimento da 

homeostase (COTRAN et al,. 1999; MEDZHITOV, 2010). A inflamação é um componente 

presente em várias condições patológicas, como infecções, doenças autoimunes, entre outras. Sabe-

se que a inflamação possui alguns sinais característicos como calor, rubor, edema, dor e perda de 

função. Como forma inicial da cascata inflamatória, ocorre uma resposta vascular exacerbada e 

aumento da permeabilidade das paredes dos vasos. Juntamente, há vasodilatação arteriolar, 

acarretando em um aumento de fluxo sanguíneo para a área danificada, resultando em um quadro 

de hiperemia local. Nesses estágios iniciais do processo inflamatório é prontamente detectável o 

acúmulo de proteínas plasmáticas e liquido nos tecidos. Este processo é logo seguido pelo aumento 

da migração de leucócitos presentes da circulação para o tecido lesado (COTRAN et al,. 1999; 

LAWRENCE et al., 2002). Esse influxo leucocitário, caracterizado predominantemente por 

neutrófilos, depende de sinalização de agentes quimiotáticos, citocinas e leucotrienos (RYAN & 

GODSON, 2010; SERHAN, 2007). Neutrófilos são usualmente os primeiros a serem recrutados 

para os sítios de inflamação, exercendo funções importantes no combate inicial aos agentes 

patológicos, como fagocitose e destruição dos mesmos (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).  

Vários estudos mostraram ao longo dos últimos anos que as células do sistema 

imunológico encontram diferentes tensões de oxigênio nos tecidos (sangue, linfonodos e outros 

tecidos), sendo que níveis consideravelmente reduzidos de oxigênio são normalmente descritos em 

tecidos inflamados (HARRIS et al., 2014). O aumento de leucócitos recém migrados aos locais de 

inflamação em conjunto com o maior consumo de oxigênio por essas células acarreta em reduções 

drásticas de níveis de oxigênio (O2) aos quais as mesmas estão expostas, condição essa denominada 

de hipóxia.  
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O termo hipóxia é utilizado para definir o estado no qual há um déficit entre a 

quantidade de oxigênio consumido e seu aporte a determinado tecido, o que leva a uma redução da 

disponibilidade de O2 em relação às condições normais. A redução da disponibilidade de O2 pode 

ser o resultado de uma diminuição no seu suprimento ao tecido devido a fatores vasculares como, 

por exemplo, a presença de microtrombos ou rompimento de vasos, e/ou de aumento no seu 

consumo pelas células, podendo ocorrer tanto em condições fisiológicas como em diversos 

processos fisiopatológicos. Em tecidos saudáveis a tensão de oxigênio varia entre 20-90 mmHg, 

ou seja 2,5 a 9 % (NIZET & JOHNSON, 2009). É difícil estabelecer in vivo um valor exato de 

tensão de oxigênio que caracteriza uma condição de hipóxia, contudo considera-se que abaixo de 

6% de oxigênio, para a maioria das células, são iniciadas respostas intracelulares condizentes com 

um estado de hipóxia (NIZET & JOHNSON, 2009). Nesse sentido, é importante ressaltar que 

durante a resposta imune a agentes infecciosos, é frequente a ocorrência de hipóxia tecidual, 

havendo relatos de tensões de oxigênio inferiores a 1% em feridas e locais infeccionados 

(ARNOLD et al., 1987; MELICAN et al., 2008). São diversos os fatores que contribuem para esse 

quadro de hipóxia. Além do aumento do recrutamento de leucócitos, vê-se também fatores 

associados ao crescimento dos microrganismos invasores, o que ocasiona um aumento da demanda 

de oxigênio local. Adicionalmente, pode haver diminuição do fluxo sanguíneo ao tecido, 

contribuindo assim para a baixa disponibilidade de oxigênio durante a infecção (PALAZON et al., 

2014; SCHAFFER & TAYLOR, 2015). Particularmente, em determinados tipos de infecção 

incluindo abcessos, infecções intestinais e periodontais, as ações das células do sistema imune 

recrutadas ocorrem em condições de hipóxia (BEERLAGE et al.,2013; SHI et al., 2015).  

Na literatura há relatos de que células incluindo os neutrófilos conseguem se adaptar a 

ambientes com baixos níveis de oxigênio. Estudos anteriores comprovaram que a hipóxia pode 

modular positivamente a sobrevivência desta célula através da inibição de apoptose celular via 

NFκB (WALMSLEY et al., 2005). Estudos mais recentes, como o realizado por MCGOVERN et 

al (2015) mostram que condições de hipóxia não afetam algumas funções biológicas importantes 

dos neutrófilos em modelos de infecção com Staphylococcus aureus, como motilidade, migração 

e liberação de conteúdo de grânulos. Entretanto, a redução de oxigênio local reduz a produção de 

ROS, interferindo de forma direta no burst oxidativo e consequente destruição da bactéria em 

questão. Logo, compreende-se que ações importantes destas células podem ser modificadas em 
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baixas tensões de oxigênio, o que pode interferir a eliminação do microrganismo invasor e a 

resolução do processo inflamatório. 

 Todas células nucleadas possuem mecanismos que as capacitam a identificar e reagir 

a mudanças nas concentrações de oxigênio. As células se adaptam via expressão de genes 

específicos que sintetizam proteínas importantes para manter a homeostase em condições de 

hipóxia.  Uma proteína que desempenha a função de sensor celular de oxigênio nas células é o fator 

induzído por hipóxia (HIF), tendo um importante papel nas respostas celulares e sistêmicas em 

condições de hipóxia (SEMENZA, 2011; SUPPA, 2009). HIF-1 é um fator de transcrição 

heterodimérico, sendo composto por uma subunidade alfa (HIF-1α) e uma subunidade beta (HIF-

1β). A expressão de HIF-1α é regulada pela quantidade de oxigênio, havendo rápida degradação 

dessa proteína na presença de concentrações normais de oxigênio, enquanto que a HIF-1β é 

expressa constitutivamente (KE; COSTA, 2006; SCHOFIELD; RATCLIFFE, 2004). A 

subunidade alfa de HIF é pós-transcricionalmente regulada pela disponibilidade de oxigênio local 

através de enzimas chamadas prolil-hidroxilases dependentes de ferro (PHDs). Em condições 

normais de oxigênio, as PHDs são ativadas, atuando na hidroxilação da subunidade alfa de HIF, 

marcando-a para que ocorra a degração proteassomal, sendo este processo será mediado pela 

ubiquitinação dependente da proteína von Hippel-Lindau (VHL). Entretanto, se as concentrações 

de oxigênio caem, as enzimas PHDs se tornam inativas, o que resulta em um acúmulo no 

citoplasma da subunidade alfa, a qual transloca ao núcleo, se ligando a subunidade beta, e 

juntamente a coativadores como P300, origina um complexo transcricional efetivo, que por sua vez 

atuará como um fator de transcrição, modulando a expressão de vários genes alvo (SEMENZA, 

2014).  

Históricamente, o gene HIF-1 foi descoberto em células humanas em 1988, através da 

identificação de um elemento de resposta à hipóxia (HRE) presente no gene da eritropoietina 

(EPO). Além do fato deste gene ser considerado um regulador da eritropoietina, ele também é 

responsável por controlar a síntese do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que tem 

ações importantes sobre a angiogênese, além de enzimas glicolíticas importantes na adaptação do 

metabolismo das células em condições de hipóxia e uma ampla gama de fatores envolvidos na 

sinalização e resposta efetora do sistema imune como citocinas pró-inflamatórias (SEMENZA, 

2011; FERREIRA, 2009).   
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Figura 1: Imagem esquemática da via de ativação e inibição de HIF-1. Em condições de normóxia, a subunidade alfa 

de HIF-1 é degradada após hidroxilação pelas PHDs, mediante ação de VHL. Em condições de hipóxia, tanto PHDs 

quanto FIH são inibidas, o que impede a degradação desta subunidade, acarretando na translocação ao núcleo, dando 

origem ao complexo heterodímerico de HIF-1, que atuará transcrevendo genes alvo (Adaptado de TAYLOR & 

COLGAN, Nature Reviews Immunology, 2017). 

 

Sabendo-se que as células e órgãos necessitam se adaptar às mudanças no suprimento 

de oxigênio, não causa estranheza o fato de uma grande variedade de genes serem regulados pela 

HIF-1 nos tecidos. Nesse sentido, há mais de 100 genes identificados com funções diferentes que 

são regulados por esta proteína (SEMENZA et al.,1991).  A exemplo disso, na literatura há 

resultados, obtidos em células endoteliais arteriais através da utilização de microarranjos de DNA, 

que evidenciam que mais de 2% dos genes humanos são modulados de forma direta ou indireta por 

HIF-1 (MANALO et al., 2005). Porém, é válido ressaltar que vários estudos recentes têm mostrado 

http://molpharm.aspetjournals.org/content/70/5/1469.full#ref-155
http://molpharm.aspetjournals.org/content/70/5/1469.full#ref-108
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que a ativação de HIF-1 não é somente pela via de hipóxia. Foi mostrado que a presença de IL-1 e 

TNF-α em condições inflamatórias também são capazes de ativar este fator de transcrição, 

acarretando na subsequente transcrição dos genes alvos. (ARNETT 2010; OLSON & VAN DER 

VLIET, 2011; NG et al., 2011). 

Sabe-se hoje que HIF-1 é expressa em praticamente todas as células do sistema imune, 

incluindo macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e linfócitos, nas quais apresenta um 

importante papel, conforme discutido a seguir (MCNAMEE et al., 2013; SCHOLZ & TAYLOR, 

2013). Diversos estudos têm evidenciado a participação de HIF tanto na regulação da sobrevivência 

quanto da função efetora das células do sistema imune, sendo que a deleção desse fator de 

transcrição está associada, em geral, a uma condição desfavorável à atividade bactericida de células 

mielóides, como neutrófilos (BURKE & HOLLANDER, 2001). O grupo de PEYSSONNNAUX et 

al. (2005) demonstrou que este fator de transcrição não só é capaz de adaptar ao metabolismo 

glicolítico das células mielóides, como também atua coordenando diversos aspectos funcionais 

dessas células, resultando na modificação da capacidade microbicida das células em condições 

hipóxicas. Em neutrófilos, viu-se que a ativação de HIF-1 aumenta a expressão de moléculas 

antimicrobianas, como catelicidinas, proteases, elastases, entre outros. Logo, vê-se neste fator de 

transcrição um papel importante na coordenação das células mielóides em condições assépticas ou 

infecciosas associadas à hipóxia.  

Muitos patógenos bacterianos sobrevivem e se proliferam sob condições anaeróbicas, 

portanto, os fagócitos devem ser adaptados para atuar na erradicação microbiana nos mesmos 

microambientes. Na região periodontal, em condições infecciosas, tanto as células quanto os 

microrganismos ali presentes consomem de forma gradativa os nutrientes e o oxigênio ali 

presentes, gerando uma condição hipóxica tecidual. Essa condição pode induzir a ativação de HIF-

1, que como discutido anteriormente, é considerado um dos principais reguladores celulares às 

modificações das concentrações de oxigênio local (BRIGATI et al., 2010; KOMINSKY et al., 

2010). 

A periodontite é uma doença inflamatória de caráter crônico, que causa 

comprometimento na integridade do tecido que faz a sustentação do dente, incluindo a gengiva, 

ligamento periodontal e osso alveolar, que juntos formam o que chamamos de periodonto (CEKICI 

et al.,2014; LAMONT, 2012). Entende-se que este processo está estritamente ligado a 

modificações no equilíbrio da microbiota oral. De forma geral, vê-se um acúmulo de biofilme 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0076687907350210#bib0060
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0076687907350210#bib0060
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bacteriano disbiótico, que acarreta na exacerbação de infiltrados inflamatórios, constituído 

principalmente por células como neutrófilos, macrófagos, linfócitos TH17, entre outros tipos 

celulares, localizados no interior do tecido subgengival (ROSIER, B.T. et al, 2014). Neste sentido, 

sabe-se que esta exacerbação contribui de forma direta para o acréscimo do processo inflamatório 

local, que será mediado através da produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF-α, e 

IL-17 (CEKICI et al.,2014). 

As doenças periodontais possuem variadas etiologias, podendo ser de caráter 

infeccioso, inflamatório, traumáticos ou até mesmo genéticos. Contudo, o termo doença 

periodontal é frequentemente usado quando se tem como objetivo se referir às desordens 

inflamatórias de origem infecciosa, provocadas pela presença dos microrganismos patogênicos 

locais no sulco gengival provenientes de uma microbiota disbiótica (PIHLSTROM; 

MICHALOWICZ; JHONSON, 2005; LINDEH et al., 2010). Diversos estudos já identificaram 

diversas bactérias associadas à doença periodontal incluindo Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia, e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa), esta última foco deste estudo (LINDHE et al., 2010; VIEIRA et al., 

2010). Essas bactérias são comumente encontradas em pacientes que possuem periodontite 

agressiva e crônica (MOMBELLI et al, 1994).  

Como comentado anteriormente, muitos patógenos bacterianos são capazes de 

sobreviver e se proliferar em condições anaeróbicas, sendo uma delas a Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa). Ela é um cocobacilo, Gram-negativa, anaeróbia facultativa, 

associada a quadros de periodontite agressiva generalizada ou localizada. A periodontite agressiva 

(PA) é uma forma grave e de rápida progressão, onde os molares e dentes incisivos tendem a serem 

os dentes mais afetados (ARMITAGE, 2010). Porém, este microrganismo pode estar associado a 

quadros infecciosos que não se restringem apenas a região do periodonto, mas a outros locais, 

como: endocardite, pericardite, artrite bacteriana, osteomielite, entre outros (VAN WINKELHOFF 

et al., 1999; CUENDE, E. et al, 1996; ANTONY, B. et al, 2009). O presente estudo utilizou a cepa 

JP2, que é produtora de leucotoxina (LTxA), uma proteína com característica altamente citotóxica, 

principalmente para células imunes de primatas como os neutrófilos, sendo assim considerado 

como um mecanismo de evasão bacteriano (KACHLANY 2010; JOHANSSON 2011). Logo, a 

periodontite causada por bactérias encontradas no periodonto como a Aa resulta em alterações na 

produção local de moléculas importantes que conectam a microbiota e as células do hospedeiro 
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incluindo os ácidos graxos de cadeira curta (AGCCs) (revisado por CORRÊA, R.O. et al, 2016). 

Nesta perspectiva, vários estudos mostraram que a condição de periodontite acarreta em alterações 

das concentrações dos AGCCs na cavidade oral destes indivíduos. Em quadros nos quais a 

periodontite é generalizada e agressiva, foi mostrado que as concentrações de AGCCs eram de duas 

a quatro vezes superiores no fluido gengival crevicular dos pacientes quando comparados a 

indivíduos que não apresentam quadros de periodontite (QIQIANG et al., 2012; LU et al., 2014). 

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs) são compostos orgânicos que possuem em 

sua estrutura um grupamento carboxílico e uma curta cadeia carbonílica que normalmente varia de 

1 a 3 carbonos. Os principais AGCCs são acetato, propionato e butirato e sua produção se dá através 

pela fermentação de carboidratos e proteínas derivados da dieta dos hospedeiros (ANDOH et al, 

2006). Altas concentrações desses compostos estão presentes ao longo do trato gastrointestinal. 

Entretanto, como comentado anteriormente, estudos relatam que os mesmos podem ser 

encontrados em outros tecidos, como na região do periodonto, uma vez que foi constatado haver 

alterações significativas desses compostos durante processos inflamatórios, como a periodontite 

(QIQIANG et al, 2012; LU, R. et al 2014). 

Esses metabólitos não atuam somente como fontes energéticas para as células, mas 

também podem desempenhar funções modulatórias nas células dos hospedeiros, tais funções como: 

apoptose, produção de ROS, citocinas, óxido nítrico, proliferação e migração (RODRIGUES et al, 

2010; HANSEN et al, 2011; KEANE et al, 2011; TAKAHASHI et al, 2012). VINOLO (2009) e 

colaboradores mostraram que o butirato modulava de forma negativa a capacidade de fagocitose e 

killing de neutrófilos em modelo de infecção por Candida albicans. De forma conjunta, esses 

metabólitos interferem no recrutamento, função efetora e sobrevivência em diferentes tecidos 

(RODRIGUES et al., 2015). Alguns outros estudos comprovaram que os AGCCs regulam a 

produção de mediadores inflamatórios por neutrófilos incluindo o TNF-α e IL-10, além de atuar 

no processo de quimiotaxia de neutrófilos (MASLOWSKI et al., 2009; SINA et al., 2009; 

VINOLO et al., 2011).  

Considerando o exposto, temos que HIF-1 é expresso em células do sistema imune e 

que modula diversos fatores importantes para a resposta dessas células durante processos 

infecciosos. Contudo, pouco se sabe a respeito do seu papel na resposta a bactérias anaeróbias e 

microaerófilas que estão envolvidas no desenvolvimento de periodontite como a Aggregatibacter 
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actinomycetemcomitans (Aa), alvo deste estudo. Além disso, o presente estudo investigou a 

implicação dos efeitos dos AGCCs na ação e ativação do fator de transcrição HIF-1 em neutrófilos.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

O objetivo deste estudo foi investigar a relevância da ativação do fator induzido por 

hipóxia do tipo 1 (HIF-1) na resposta de neutrófilos frente a bactérias, bem como a implicação no 

efeito dos AGCCs.  

 

Objetivos específicos: 

 Analisar a resposta efetora de neutrófilos incubados in vitro com estabilizadores de 

HIF-1α frente a bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e 

Escherichia coli (E.coli) em normóxia; 

 Comparar a resposta efetora de neutrófilos incubados in vitro com as bactérias Aa 

e E.coli em hipóxia e normóxia; 

 Analisar em modelo de câmara subcutânea a resposta in vivo de animais com 

deleção em células mielóides de HIF-1α (LysMCre+HIF-1αlox+/+) à bactéria Aa; 

 Analisar a ação de AGCCs na ativação e ação de HIF-1 em neutrófilos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Animais 

Todos os procedimentos com animais descritos neste projeto foram submetidos e 

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

Universidade Estadual de Campinas (Protocolo n° 4171-1). Neste projeto foram utilizados 

camundongos C57BL/6 machos adultos provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica (CEMIB – UNICAMP). Com o intuito de explorar o papel do fator de transcrição HIF-

1α foram utilizados camundongos com deleção desse fator seletivamente em células mielóides 

(LisozimaCre+HIF-1αlox+/+). Esses camundongos foram gerados após o cruzamento de animais 

Lisozima-Cre (B6.129P2-Lyz2tm1(cre)lfo/J) com animais cujo gene HIF-1α foi floxeado (B6.129-

Hif1atm3Rsjo/J). Os animais gerados (LisozimaCre+HIF-1αflox+/+) e seus controles (LisozimaCre-

HIF-1αflox+/+) foram utilizados nos experimentos. Também foram utilizados neste projeto 

camundongos Odd-luciferase (FVB.129S6Gt(ROSA) 26Sortm2(HIF1A/luc)Kael/J) têm a porção C-

terminal do domínio de degradação dependente de oxigênio (ODD) do fator de transcrição induzido 

por hipóxia (HIF-1α) ligado ao gene da enzima luciferase de vaga-lumes (luc). Estes animais foram 

adquiridos da The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME USA) e servem como reporter de HIF-1. 

Todos os animais foram mantidos no Biotério de Animais SPF e no Biotério de Nível de 

Biossegurança do tipo 2 do Departamento de Genética, Evolução, Microbiologia e Imunologia do 

Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Os mesmos foram mantidos em 

gaiolas autoclavadas e com filtro no topo, com livre acesso e água esterilizada.  

 

Bactérias 

A bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 (Aa) foi fornecida pelo 

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

cultivadas em anaerobiose em meio ágar chocolate (Aa) BHI (Kasvi) suplementado com hemina 

(5 μg/mL, Sigma Aldrich, Germany) e menadiona (1 μg/mL, Sigma Aldrich, Germany) a 37° C. 

Dois dias anteriores aos experimentos realizados, as bactérias presentes na placa foram transferidas 

para caldo BHI (Kasvi) e parte da suspensão de bactérias (100 uL) foi então plaqueada em meio 

ágar chocolate, por meio da técnica de esgotamento, visando garantir que a bactéria cultivada era 

a de nosso interesse, eliminando a possibilidade de contaminação. Já a Escherichia coli 



28 
 

 

expressando GFP foi fornecida pelo Prof. Marcelo Lancellotii (FCF/UNICAMP) e cultivada em 

aerobiose em meio ágar L.A com ampicilina, em placa de pétri, a 37°C.   

Nos dias dos experimentos, as bactérias foram retiradas das placas, centrifugadas a 

12.000 rpm por 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS estéril (pH=7,3). Posteriormente as 

lavagens, as mesmas foram ressuspendidas na concentração de 12x108 CFUs/mL em PBS 

utilizando-se para tanto a escala de MacFarland.  

  

Experimentos in vitro com neutrófilos  

Isolamento de Neutrófilos.  

Neutrófilos foram isolados da medula óssea obtida das tíbias e o fêmures de 

camundongos (Figura 2). A separação dos neutrófilos das demais células que compõem a medula 

óssea foi realizada através da técnica de gradiente, utilizando o reagente Percoll (Ge Healthcare 

Bio-Sciences AB). Com este protocolo, a pureza dos neutrófilos obtida foi superior a 70%. 

Inicialmente, as células foram coletadas através da lavagem da medula, utilizando 5 mL de HBSS 

(Thermo Fisher) em tubos cônicos, e posteriormente centrifugados a 1.200 rpm em 10 minutos a 

4°C. Após esta etapa, as células foram ressuspendidas em 3 mL de HBSS. Para o processo de 

separação foram preparados dois gradientes de Percoll (65% e 55%), os quais foram unidos em um 

tubo cônico, sendo o gradiente de 65% colocado por baixo do gradiente de 55%, e as células então 

depositadas por cima dos gradientes. A amostra foi então centrifugada a 2.400 rpm, por 30 minutos, 

a 4°C, sem aceleração e a desaceleração. Após o término desse intervalo de tempo, houve a 

formação de duas bandas bem visíveis, sendo que a primeira banda composta por células 

mononucleadas, enquanto que a segunda banda era composta por células polimofornucleadas. 

Utilizando a pipeta Pasteur, a primeira banda foi retirada cuidadosamente, juntamente com o 

gradiente de percoll a 55%. Logo em seguida, a segunda banda contendo neutrófilos foi retirada 

cuidadosamente e transferida para um tubo cônico contendo 30 mL de PBS para lavagem das 

células. As células foram então centrifugadas a 2000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Posterior a 

centrifugação, as células foram ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI (Vitrocell, Campinas/SP) 

contendo soro bovino fetal a 10% (Vitrocell, Campinas/SP). As células foram então contadas em 

câmara de Neubauer, e posteriormente ajustadas para a concentração necessária de acordo com o 

tipo de experimento realizado. Lâminas de citocentrifugado foram confeccionadas e coradas com 

Panótico, para posterior análise da pureza do experimento. Esta técnica de coloração possibilitou 
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visualizar os lobos núcleares das células, o que permitiu distinguirmos os diferentes tipos celulares 

ali presentes. 

 

Figura 2: Esquema de delineamento experimental para isolamento de neutrófilos utilizando a técnica de gradiente 

Percoll. 

Tratamentos com drogas que interferem na estabilização de HIF-1 

Para que fosse possível analisar a relevância de HIF-1 em normóxia, neutrófilos 

isolados da medula óssea foram incubados com estabilizadores sintéticos, compostos que atuam na 

estabilização de HIF-1 na presença de oxigênio. Para tal, foram utilizados inibidores de PHDs 

(enzimas que hidroxilam HIF-1α e, com isso induzem sua degradação): Iox-2 e Bay85-3934 

(FLAMME et al., 2014; MURRAY et al., 2010). Juntamente foi utilizado o composto cloreto de 

cobalto (CoCl2), composto esse que possui a capacidade de mimetizar condições hipóxicas, por 

atuar como inibidor competitivo de ferro, fator essencial a atividade da enzima PHD (FAN et al., 

2014). As concentrações dos inibidores foram inicialmente padronizadas.  

 

Viabilidade Celular 

Para a análise de viabilidade celular empregamos a anexina marcada com FITC, a qual 

faz a detecção de fosfatidilserina (PS) externalizada, e o 7-AAD, marcador de DNA não permeável 

a membrana. Neutrófilos isolados da medula óssea foram plaqueados na concentração de 4x106 
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células/mL a 37°C e mantidos em meio RPMI 1640 contendo soro bovino fetal (SBF 10%) sem 

antibiótico, e tratados com inibidores da enzima prolil-hidroxilase (Iox-2, Bay-85 e CoCl2) em três 

concentrações distintas, e então incubados por um intervalo de 6 horas. Após o tempo de incubação, 

as células das placas foram coletadas, centrífugadas e ressuspendidas em PBS para lavagem. Em 

seguida, as células foram centrífugadas, o PBS foi descartado e então se iniciou o procedimento de 

marcação dos neutrófilos. Inicialmente as células foram ressuspendidas em tampão de ligação da 

Anexina V. Em seguida, utilizamos 2 uL de Anexina V FITC (BioLegend). A marcação prosseguiu 

então com a adição de 1 uL de 7-AAD (Sigma), na concentração de 1 mg/mL, e finalizando o 

processo de marcação, foi utilizado o anti-Ly6G PE (PE anti-mouse Ly6G PE, clone 1A8, 

Biolegend, EUA). As células foram analisadas por citometria de fluxo. De acordo com a marcação 

das células, nós identificamos quatro populações: células viáveis, apoptose, apoptose tardia, e 

necrose, conforme mostrado na figura abaixo.

 
Figura 3:  Análise de Viabilidade celular de neutrófilos in vitro por citômetria de fluxo. Figura 3(A) refere-se a 

população de células totais em tamanho (FS-A) por granulosidade (SS-A). A figura 3(B) mostra a granulosidade (SS-

A) por seleção da população celular positiva para neutrófilos (Anti-Ly6G PE), e a figura 3(C) apresenta quatro 

parâmetros de análise dos neutrófilos, sendo: Q5 (Necrose), Q6 (Apoptose Tardia), Q7 (Apoptose) e Q8 (Células 

Viáveis).  

 

Animais HIF-1 reporter  

 

Neste modelo repórter, os animais expressam o domínio de degradação dependente de 

oxigênio (ODD) do gene de HIF-1 fundido com um gene repórter bioluminescente luciferase. Desta 

forma, visando expressar universalmente o gene da ODD-luciferase em camundongos, neste 

modelo a luciferase é continuamente transcrita e traduzida em todas as células. Em condições de 
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normóxia, a luciferase é rapidamente degradada. Entretanto somente sob condições de hipóxia, a 

luciferase se acumula, onde ao fornecer o substrato luciferina, regiões em hipóxia nestes animais 

podem ser visualizadas e quantificadas (SAFRAN et al., 2006). 

Para as análises, foram realizadas culturas de neutrófilos utilizando a concentração de 

4x106 células/mL. As células foram tratadas com drogas que interferem na ativação do fator de 

transcrição HIF-1, como Iox-2, Bay85-3934 e Cloreto de cobalto (CoCl2) em diferentes 

concentrações. Adicionalmente, foram realizadas análises utilizando um mix de AGCCs (Acetato, 

Propionato e Butirato) em diferentes concentrações. As células e seus respectivos tratamentos 

foram incubados em estufa a 37ºC por 2 horas, e posteriormente coletadas e transferidas para 

microtubos. Em seguida, as células foram lisadas, o que permitiu que a análise da atividade 

enzimática da luciferase fosse quantificada, por meio do kit Dual Luciferase Reporter Assay 

System (Promega), seguindo as instruções do fabricante. Para que realizássemos a quantificação 

de emissão de luminescência das amostras, foi utilizado o leitor de placas Biotek Synergy HT™ 

(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Os resultados foram normalizados através da 

quantificação de proteínas totais do lisado das células através do método de Bradford, sendo então 

calculada a razão da luminescência pela quantidade de proteínas presentes em cada amostra 

avaliada. As análises foram realizadas em duplicatas.  

 

Ensaios em Hipóxia e Normóxia. 

Tendo como objetivo realizar análises comparativas da resposta efetora in vitro de 

neutrófilos frente às bactérias Aa e E.coli nas condições de hipóxia e normóxia, foram realizadas 

culturas de neutrófilos utilizando uma concentração de 4x106 células/mL. As células foram 

incubadas em hipóxia (1% de O2 e 5% de CO2) e normóxia (21% O2 e 5% de CO2) a 37ºC.  Para 

que fosse possível a realização da cultura em hipóxia, foi utilizado o leitor de microplacas Cytation-

5(BioTeK), o qual permitiu a mimetização de ambientes hipóxicos através da regulação dos níveis 

de nitrogênio e dióxido de carbono. Quanto às culturas em normóxia, as placas foram incubadas 

em estufas de cultura celular a 37ºC.  

 

Ensaios com ácidos graxos de cadeia curta 

Tendo como objetivo analisar o possível papel dos ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCCs) na atividade de HIF-1α em neutrófilos foram realizadas culturas de neutrófilos com esses 
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metabólicos bacterianos.  Nesses experimentos utilizou-se três concentrações de uma mistura de 

AGCCs (acetato, propionato e butirato) onde acetato encontrava-se a 26 mM, butirato a 10 mM, e 

propionato a 2,5 mM como concentrações iniciais. Foram realizadas três diluições nas proporções 

de 1/2 (Ac 13 mM, Bt 5 mM e Pr 1.25 mM), 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM) e 1/10 (Ac 

2,6mM, Bt 1mM e Pr 0,25mM). Essas concentrações foram escolhidas baseando-se no artigo de 

LU et al. (2014), que descreve as concentrações de AGCCs que encontradas no fluido gengival 

crevicular de indívudos que apresentam quadros de periodontite agressiva generalizada, condição 

infecciosa na qual há envolvimento da bactéria Aa.  

 

Parâmetros funcionais de neutrófilos avaliados.  

Neutrófilos foram analisados quanto a produção de citocinas pró- e antiinflamatórias, 

capacidade de fagocitose e killing de bactérias.  

 

Produção de Citocinas.  

Sobrenadantes de culturas celulares foram quantificadas para mediadores pró-

inflamatórios (TNF-α, IL-1β) e anti-inflamatório (IL-10) através da técnica de ELISA 

(imunoensaio enzimático) utilizando o Kit Duo Set (R&D System, Mineapolis, MN, USA). 

Os neutrófilos foram plaqueados na concentração de 4x106 células/mL a 37°C e 

mantidos em meio RPMI 1640 contendo soro bovino fetal (SBF 10%) sem antibiótico. Para os 

ensaios com estabilizador sintético de HIF-1α, Bay85-3934 (5,0 uM e 10 uM), as células foram 

pré-tratadas inicialmente por 2 horas, e posteriormente estimuladas com a bactéria 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 (Aa) ou LPS (1 ug/mL, E.coli 0111:B4) por mais 4 

horas. Com relação aos ensaios em hipóxia e normóxia, as células foram estimuladas com a bactéria 

Aa e E.coli por 6 horas. A condição de hipóxia foi realizada por meio do leitor Cytation-5(mimetiza 

ambientes de hipóxia), enquanto que para a condição de normóxia, as células foram mantidas em 

estufa de cultura celular. Sobre os ensaios com AGCCs, as células foram tratadas com o mix de 

AGCCs em diferentes concentrações e incubadas com Bay-85 ou em hipóxia/normóxia, e então 

estímuladas com a bactéria Aa. Após o tempo total de incubação, os sobrenadantes foram 

transferidos para microtubos e congelados (-80°C). 

As quantificações seguiram procedimentos padrões estabelecidos pelo Kit. 

Brevemente, placas de 96 poços foram sensibilizadas com anticorpo de captura overnight. No dia 
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seguinte, foi realizado o bloqueio das placas com solução contendo 0,1% de albumina pelo 

intervalo de 1 hora. Posterior ao tempo de bloqueio, realizou-se a adição das amostras e padrões 

internos. A placa foi mantida ao abrigo da luz por 1 hora, em temperatura ambiente. Após três 

lavagens (PBS 0,05%-Tween 20) foi adicionado anticorpo de detecção. Após passadas 2 horas de 

incubação, foram feitas três lavagens e em seguida adicionada solução contendo estreptavidina 

(1:200), a qual foi mantida ao abrigo da luz por 20 minutos. Após novas lavagens, foi adicionado 

o substrato (Solução A e B) e as placas foram mantidas ao abrigo da luz por mais 20 minutos. Por 

fim, adicionou-se solução de HCl 2 M para encerrar a reação e então foi realizada a leitura da placa 

no espectrofotômetro em 450 nm.  

 

Análise de Fagocitose 

Os ensaios de fagocitose foram realizados utilizando 5x105 neutrófilos e 2,5x107 

bactérias (proporção de 1:50 células por bactérias). As células de interesse foram tratadas com 

inibidor de PHD Bay85-3934 a 5,0 uM ou 10,0 uM ou então mantidas em hipóxia (1% de O2 e 5% 

de CO2) ou normóxia (21% O2 e 5% de CO2).  

 

Obtenção de Bactérias 

As bactérias de interesse foram retiradas do meio ágar BHI (Aa) ou ágar L.A (E.coli) 

e transferidas para microtubos com 1 mL de PBS. Em seguida, foi realizada uma centrifugação a 

12.000 RPM por 5 minutos, e as bactérias foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. Após efetuadas 

as duas lavagens em PBS, o material foi ressuspendido em 1 mL de PBS e foi realizada a 

quantificação seguindo os parâmetros da escala de McFarland. A quantidade de bactéria que seria 

necessária para a análise foi então transferida para um microtubo, centrifugada a 12.000 RPM por 

5 minutos a 4°C.  

A opsonização das bactérias foi realizada com soro murino (100 uL no total) 

previamente coletado e armazenado no freezer.  As bactérias foram ressuspendidas no soro murino 

e mantidas sob agitação por um intervalo de 30 minutos, a 400 RPM, a 37°C. Em específico para 

a bactéria Aa, finalizado o processo de opsonização, as bactérias foram lavadas duas vezes com 

PBS, ressuspendidas em 200 uL de PBS com pH: 9,0 e juntamente adicionado 1 uL de sonda 

pHRodo (Invitrogen). Não foi utilizado sonda pHRodo na bactéria E.coli, pois as mesmas 

expressam a proteína GFP. 
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 As bactérias então foram mantidas sob agitação por 400 RPM, a 37°C por um intervalo 

de 30 minutos. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 12.000 RPM por 5 minutos a 

4°C, e logo em seguida lavadas com 1 mL de PBS e centrifugadas novamente seguindo o mesmo 

padrão de centrifugação anterior. Ao final as bactérias foram ressuspendidas em meio RPMI com 

10% de soro bovino fetal (SBF), sem antibiótico, em volume ajustado de acordo com a 

concentração desejada. 

 

Obtenção de Células e condições de tratamento. 

Após ajuste do volume e concentração das células, as mesmas foram incubadas em 

normóxia com o inibidor de PHD ou então incubadas em hipóxia (1% de O2 e 5% CO2) ou 

normóxia (21% de O2 e 5% CO2) em conjunto das bactérias 

(Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 e Escherichia coli), por um intervalo de 2 horas. 

Também foram realizados ensaios utilizando mix de AGCCs nas condições de 1/2 (Ac 13mM, Bt 

5mM e Pr 1.25mM) e 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM). 

Após a incubação, as células foram coletadas, transferidas para microtubos e 

centrifugadas por 2.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido em 500 uL de PBS e centrifugado mais duas vezes com PBS para lavagem. Posterior 

à lavagem, as amostras foram marcadas com anticorpos anti-Ly6G-APC (APC anti-mouse Ly-6G, 

clone 1A8, Biolegend, EUA). Para este procedimento, as células foram ressuspendidas em 100 uL 

de PBS, e foi adicionando 1 uL do anticorpo. As células foram incubadas ao abrigo de luz por um 

intervalo de 15 minutos. Passado esse intervalo, foram adicionados 200 uL de PBS e o material foi 

então transferido para tubos específicos de citometria. Em seguida, foi adicionado Azul de Tripan 

diluído a 0,5% e então feita a leitura no Citômetro de Fluxo FACS Calibur (BD).  

 

Sobrevivência bacteriana (killing)  

Neutrófilos foram plaqueados na concentração de 4x106 células/mL a 37°C e mantidos 

em meio RPMI 1640 contendo soro bovino fetal (SBF 10%) sem antibiótico por duas horas sob 

tratamento de Bay-85. Posterior a este intervalo, foram adicionadas as bactérias Aa ou E.coli (MOI 

1:10) previamente opsonizadas com soro murino. Após duas horas de incubação, as bactérias foram 

coletadas, diluídas serialmente em PBS estéril (pH 7,4) e então plaqueadas. Para Aa, as bactérias 

foram então plaqueados em ágar BHI chocolate suplementado com hemina e menadiona e as placas 
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foram mantidas em anaerobiose, por 3-5 dias à 37ºC. Enquanto que para a bactéria E.coli, as 

bactérias foram plaqueadas e cultivadas em aerobiose em meio ágar L.A, a 37°C e mantidas por 2-

3 dias. Para ambas as bactérias, após os dias de crescimento, foi possível determinar o número de 

CFUs em cada placa. Estes números representam a quantidade de bactérias que sobreviveram junto 

aos neutrófilos após as 2 horas de incubação.  

 

Experimentos in vivo 

Câmara subcutânea  

A implantação da câmara foi realizada de acordo com protocolo proposto por Genco et 

al. (1991). As câmaras foram feitas utilizando-se de fio de aço inoxidável e tinham 0,5 cm de 

diâmetro e 1 cm de comprimento. Posterior a confecção da câmara, os materiais utilizados nos 

procedimentos foram esterilizados em autoclave.  

Os camundongos foram inicialmente anestesiados i.p. (intra-peritonealmente) com 

xilazina (Anasedan, Ceva) e quetamina (Dopalen, Ceva) nas concentrações respectivas de 10 

mg/Kg e 100 mg/Kg de peso corpóreo. Em seguida, realizamos a tricotomia do quadrante inferior 

do dorso do animal utilizando lâminas, e então foi feita à assepsia da região com álcool 70%. No 

procedimento cirúrgico, realizou-se uma incisão de 1,5 cm no dorso do animal, permitindo assim 

a inserção da câmara subcutaneamente. Finalizada a inserção, o local onde foi realizado a incisão 

foi fechada com cola instantânea (Super Bonder, Henkel), e aplicado degermante de iodopolividona 

(Riodeine, Rioquímica, 1% de iodo). Os animais foram mantidos em recuperação por um intervalo 

de 10 dias, sendo que no primeiro dia os mesmos receberam analgésico aplicado i.p. (cetoprofeno). 

Posterior aos dias de recuperação, a câmara de aço foi totalmente recoberta por tecido epitelial, 

sendo que seu interior permaneceu livre, local onde foi feito posteriormente a inoculação da 

bactéria (Figura 4). 

 

Infecção com Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 

Posterior ao período de recuperação, os animais foram anestesiados com isoflurano a 

2% (BioChimico) por via inalatória. A região onde a câmara foi implantada foi desinfectada com 

álcool 70% e então foi inoculado 1x108 UFCs/100 uL da bactéria Aa diretamente no interior da 

câmara, utilizando seringas hipodérmicas e agulhas de 25G estéril (BD - São Paulo, SP). Após o 

procedimento de inoculação da Aa, parte da suspensão inicial de bactérias inicial foi plaqueada em 
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meio BHI chocolate suplementado para contagem de UFCs, visando à determinação do número 

inicial de bactérias, além de possibilitar análises para possíveis contaminações.  

 

Coleta e análise do material  

Após 24 horas da inoculação da bactéria na câmara, os animais foram eutanasiados 

com uso de Isoflurano a 2% (BioChimico) e posterior deslocamento cervical. O exsudato formado 

no interior da câmara foi então coletado de forma conjunta a 40 uL de EDTA 0,5M estéril em 

seringas hipodérmicas (BD – São Paulo, SP). O material foi então dividido de forma que fosse 

possível avaliar posteriormente alguns parâmetros como produção de citocinas, migração de 

leucocócitos e killing (sobrevivência bacteriana) (Figura 4).  

 

Análise de mediadores pró-inflamatórios e anti-inflamatório  

 Para a avaliação dos mediadores de interesse (TNF-α, IL-1β, IL-10) foi utilizado cerca 

de 50 uL do material obtido no interior da câmara.  As análises foram realizadas por meio da técnica 

de imunoensaio enzimático (ELISA), de acordo com o protoloco fornecido pelo fabricante do Kit 

Duo Set (R&D System, Mineapolis, MN, USA).  

 

Análise qualitativa e quantitativa de leucócitos 

As análises para avaliação do total de células presentes no interior da câmara foram 

realizadas utilizando câmara de Neubauer. Para tal, foi adicionado solução para lise de hemácias 

em 10 uL do exsudato e centrifugadas por 10 minutos a 2.000 RPM. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e então o pellet celular foi ressuspendido em PBS estéril. Em seguida, 

as células foram então contadas utilizando a câmara de Neubauer.  

Para que pudesse ser feita a diferenciação morfológica das células (neutrófilos e células 

mononucleadas) presentes no exsudato coletado, foi utilizado 20 uL do exsudato coletado. Foram 

realizadas lâminas de citocentrifugado (Citospin/INCIBRÁS), e as mesmas coradas com o Kit 

Panótipo Rápido (LABORCLIN). As lâminas foram posteriormente analisadas em microscópio 

óptico e cerca de 100 a 200 células foram contadas e diferenciadas em neutrófilos e mononucleares. 
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Avaliação da capacidade de killing das células imunes 

Para realização deste parâmetro, 20 uL do exsudato obtido no interior da câmara foram 

diluídos serialmente em PBS estéril (pH=7,4) e então plaqueados em ágar BHI chocolate 

suplementado com hemina e menadiona. As placas foram mantidas em anaeróbiose, por 3-5 dias à 

37ºC, seguido pela determinação do número de UFCs. Estes números representam a quantidade de 

bactérias que sobreviveram no interior da câmara após 24 horas de incubação.  

 

 
Figura 4: Esquema de delineamento experimental da inserção da câmara subcutânea e dos parâmetros avaliados. 

 

Análise estatística dos resultados  

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão. Todos os resultados foram 

inicialmente analisados quanto à 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, os dados foram comparados 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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RESULTADOS 

 
Análises de viabilidade celular de neutrófilos com estabilizadores sintéticos de HIF-1α. 

Sabe-se que HIF-1 é um fator de transcrição heterodimérico, composto por 

subunidades alfa (HIF-1α) e beta (HIF-1β). Enquanto a HIF-1β é expressa de forma constitutiva, a 

HIF-1α é regulada pela presença ou ausência de oxigênio local. Na presença de oxigênio, enzimas 

prolil-hidroxilases atuam de forma direta para que ocorra a degradação proteossômica de HIF-1α, 

sendo este mecanismo mediado pelo Fator de Von Hipal Lindal (VhL). Desta maneira, visamos 

inicialmente avaliar se estabilizadores sintéticos de HIF-1 (Iox-2, Bay85-3934 e CoCl2) em 

concentrações pré-estabelecidas, poderiam apresentar alguma citotoxicidade para neutrófilos em 

culturas in vitro.  

Para a realização desta análise, neutrófilos extraídos da medula óssea foram mantidos 

em cultura celular sob condição de normóxia por 6 horas na presença de Iox-2 (10 e 20 uM), Bay85-

3934 (5 uM e 10 uM) ou CoCl2 (100 uM e 250 uM). Passado o tempo de incubação, as células 

foram marcadas com Anexina V, anti-Ly6G PE, e 7-AAD e posteriormente analisadas via 

citometria de fluxo.   

Conforme apresentado na Figura 5, conclui-se que as células mantidas com os 

estabilizadores nas diferentes concentrações, não apresentaram qualquer sinal de citotoxicidade 

quando comparados ao grupo controle, principalmente quanto a viabilidade dos neutrófilos. Sendo 

assim, esses resultados viabilizaram a utilização dos estabilizadores de HIF-1 nas concentrações 

testadas em análises posteriores. 
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Figura 5: Efeito dos estabilizadores sintéticos de HIF-1 sobre a células viáveis (A), apoptose (B), apoptose tardia (C) 

e taxa de necrose (D) de neutrófilos in vitro em cultura com 6 horas de incubação. O grupo controle (C+) foi utilizado 

como referência. Resultados apresentados como média e erro da média em dois experimentos independentes (N=4). 

Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 

 

Análise da eficácia de estabilizadores sintéticos de HIF-1α em neutrófilos. 

Após os testes de citotoxidade, nos quais pudemos ver que as concentrações de escolha 

dos estabilizadores de HIF-1α não apresentavam efeitos citotóxicos para os neutrófilos, o próximo 

passo foi descobrir quais dos estabilizadores sintéticos apresentavam maior eficácia em estabilizar 

HIF-1 em neutrófilos. Utilizando animais Odd-luciferase, neutrófilos foram isolados da medula 

óssea, tratados com três estabilizadores sintéticos distintos em diferentes concentrações e 
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incubados por duas horas. Nossos resultados indicam que o estabilizador sintético Bay-85-3934 

nas concentrações de 5 uM e 10 uM foi capaz de estabilizar HIF-1 nestas células (Figura 6). A 

partir deste resultado, dentre todos estabilizadores avaliados, apenas Bay-85-3934 (5 uM e 10 uM) 

foi utilizado nas análises posteriores. 

 
Figura 6: Análise da eficácia de estabilizadores sintéticos de HIF-1 em neutrófilos. Os neutrófilos foram tratados in 

vitro com os estabilizadores durante 2 horas. O grupo controle (C) foi utilizado como referência. Dados de 

luminescência foram normalizados por proteína total das amostras. Resultados apresentados como média e erro da 

media em 2 experimentos independentes (N=4). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram 

consideradas significativas para p<0,05. 

 

Considerando os resultados obtidos, realizamos uma análise temporal do efeito do Bay-

85-3934. Para tal, os neutrófilos foram isolados da medula óssea de animais Odd-luciferase, e em 

seguida tratados com Bay a 10 uM por diferentes intervalos de tempo. Nesses experimentos vimos 

que somente a partir de 60 minutos de incubação há estabilização significativa de HIF-1 nessas 

células (Figura 7). A partir deste resultado ficou estabelecido que todos ensaios posteriores com 

esse composto seriam realizados com de 1 a 2 horas de incubação das células. 
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Figura 7: Análise temporal da estabilização de HIF-1 por Bay85-3934 em neutrófilos. Os neutrófilos foram tratados 

in vitro com Bay-85-3934 por intervalos de tempo distintos. O grupo controle foi utilizado como referência. Resultados 

apresentados como média e erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). Análise estatística por ANOVA e 

Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05.  

 

Efeito do estabilizador sintético de HIF-1α sobre a produção de citocinas in vitro. 

Com o intuito de analisarmos o efeito do estabilizador sintético de HIF-1 (Bay-85-

3934) sobre a produção de citocinas por neutrófilos in vitro, células isoladas da medula óssea foram 

tratadas previamente por 2 horas com o estabilizador e posteriormente estímuladas com Aa ou LPS 

(células incubadas a 37ºC em estufa por mais 4 horas).  Finalizado o período de incubação foram 

coletados os sobrenadantes das amostras, os quais foram posteriormente utilizados na quantificação 

das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-10 pelo método de ELISA.  

Vale ressaltar que em todos os experimentos foi realizado controle negativo (células 

não estimuladas com Aa ou LPS, não apresentado nos gráficos) e que as células responderam 

conforme esperado a estimulação. Como mostrado na Figura 8, as células tratadas com o 

estabilizador sintético Bay-85 sob estímulo de Aa aumentaram a produção da citocina IL-1β 

quando comparadas ao grupo controle (Figura 8B). Contudo, não foi visto o mesmo perfil de 

resposta quanto às citocinas IL-10 e TNF-α (Figura 8C e A). 

Quanto aos neutrófilos estímulados com LPS, não houve diferenças significativas 

quanto a produção de IL-10 e IL-1β (Figura 9B e C). Entretanto, nossos resultados mostraram 
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redução na produção de TNF-α (Figura 9A) por células mantidas na presença de estabilizador de 

HIF-1 quando comparadas ao grupo controle.  

 

Figura 8: Efeito do estabilizador sintético de HIF-1 sobre a produção dos mediadores inflamatórios por neutrófilos. 

As células foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e, posteriormente, incubadas por 4 horas sob estímulo de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) (MOI: 1:10). O grupo controle foi utilizado como referência. Resultados 

apresentados como média e erro da media em 3 experimentos independentes (N=6). Análise estatística por ANOVA e 

Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05.  
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Figura 9: Efeito do estabilizador sintético de HIF-1 sobre a produção dos mediadores inflamatórios por neutrófilos. 

As células foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e posteriormente incubadas por 6 horas sob estímulo de LPS. O 

grupo controle (C+) foi utilizado como referência. Resultados apresentados como média e erro da media em 3 

experimentos independentes (N=6). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram 

consideradas significativas para p<0,05.  

 

Efeito do estabilizador sintético de HIF-1α sobre a capacidade fagocítica in vitro 

Neutrófilos isolados da medula óssea, foram pré-tratados com Bay-85-3934 por duas 

horas. Posteriormente, foram adicionadas as bactéria Aa ou E.coli, previamente opsonizadas. No 

caso da bactéria Aa, a mesma foi previamente marcada com sonda pHrodo (sonda fluorescente 

sensível às mudanças de pH e que serve como indicador de fagocitose dessas células (SIMONS, 

2010). Passadas duas horas, após as bactérias terem sido adicionadas as culturas, as células foram 

coletadas e então marcadas com anti-Ly6G e análisadas via citometria de fluxo.  

Nestes ensaios analisamos a porcentagem de neutrófilos com bactérias internalizadas 

(Aa ou E. coli). Além disso, avaliamos a média de fluorescência nas células que fagocitaram 
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bactérias, parâmetro esse que nos dá uma idéia do número de bactérias fagocitadas por célula. A 

capacidade fagocítica e a média de fluorescência dos neutrófilos tratados com Bay-85-3934 e 

incubados com Aa não foi modificada (Figura 10 A e B). O mesmo perfil de resposta foi verificado 

para as células incubadas com E.coli (Figura 12 A e B). Esses resultados nos indicam que a 

ativação de HIF-1 em neutrófilos in vitro mediante a Bay-85-3934 não exerce ação modulatória 

sobre este parâmetro.  

 

 
Figura 10: Efeito de estabilizador sintético de HIF-1α sobre a capacidade fagocítica de neutrófilos frente a bactéria 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). As células foram pré-tratadas com Bay-85-3934 por 2 horas e 

posteriormente incubadas por mais 2 horas com Aa (MOI: 1:50). As células foram marcadas com anticorpos anti-

Ly6G-APC, e depois lidas no citometro de fluxo. Os resultados obtidos referentes a percentagem de neutrófilos que 

fagocitaram bactérias (A) e média de fluorescência por neutrófilos que fagocitou bacteria (B) foram normalizados pela 

condição controle (C+ = 100%). Resultados apresentados como média e erro da média de 2 experimentos 

independentes (N=4). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas 

significativas para p<0,05.  
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Figura 11: Gráficos representativos das taxas de fagocitose de neutrófilos pré-tratados com estabilizador 

sintético de HIF-1 por 2 horas e posterior estimulado com Aa por mais 2 horas. Os gráficos foram gerados 

pelo programa FlowJo v.X.0.7 

 

 

Figura 12: Efeito de estabilizador sintético de HIF-1α sobre a capacidade fagocítica de neutrófilos frente a bacteria 

Escherichia coli. As células foram pré-tratadas com Bay-85-3934 por 2 horas e posteriormente incubadas por mais 2 

horas na presença da bacteria E.coli (MOI: 1:50). As células foram marcadas com anticorpos anti-Ly6G APC, e depois 

analisadas em citometro de fluxo. Os resultados obtidos referentes a percentagem de neutrófilos que fagocitaram 

bactérias (A) e média de fluorescência por neutrófilos que fagocitou bacteria (B) foram normalizados pela condição 

controle (C+ = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). 

Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05.  
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Figura 13: Gráfico representativos das taxas de fagocitose de neutrófilos pré-tratados com estabilizador sintético de 

HIF-1 por 2 horas e posterior estimulado com E.coli por mais 2 horas. Os gráficos foram gerados pelo programa 

FlowJo v.X.0.7. 

 

Efeito do estabilizador sintético de HIF-1α sobre a capacidade de killing in vitro. 

As células foram inicialmente pré-tratadas com Bay85-3934 em duas concentrações e, 

posteriormente, incubadas com bactérias por mais duas horas. Passado este período de tempo, de 

forma resumida, as bactérias não internalizadas foram diluídas serialmente, plaqueadas e mantidas 

em anaerobiose para Aa, ou em aerobiose para E.coli, a 37ºC. Após os dias de crescimento em 

estufa, pôde-se determinar o número de UFCs presentes em cada placa. Um exemplo de 

crescimento bacteriano pode ser visto na placa de BHI chocolate (Figura 16).  Este crescimento 

de colônias está estritamente associado à capacidade dos neutrófilos de destruírem as bactérias.  

Nossos resultados mostram que a establização de HIF-1α em neutrófilos nas presentes 

condições resulta em uma redução significativa de bactérias viáveis na concentração de Bay 5uM 

nos ensaios com Aa (Figura 14). Entretanto, o mesmo não foi visto, quando os neutrófilos foram 

estimulados por E.coli. (Figura 15). 
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Figura 14: Análise da capacidade de killing de neutrófilos tratados com estabilizador sintético de HIF-1. As células 

foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e posteriormente incubadas por mais 2 horas sob estímulo da bacteria Aa. 

Posterior ao tempo de incubação, as bactérias foram diluidas serialmente e plaqueadas em ágar BHI chocolate 

suplementado com hemina e menadiona, onde as placas foram mantidas em anaerobiose, por 3-5 dias à 37ºC. Após os 

dias de crescimento, foi possível determinar o número de UFCs em cada placa. Os grupos foram normalizados pela 

condição controle (C+ = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em 3 experimentos 

independentes (N=6). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas 

significativas para p<0,05. 

 

 
Figura 15: Análise da capacidade de killing de neutrófilos tratados com estabilizador sintético de HIF-1. As células 

foram pré-tratadas com Bay-85 por 2 horas e posteriormente incubadas por mais 2 horas sob estímulo da bacteria 
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E.coli. Posterior ao tempo de incubação, as bactérias foram diluidas serialmente e plaqueadas e cultivadas em aerobiose 

em meio ágar L.A a 37°C e mantidas por 2-3 dias. Após os dias de crescimento, foi possível determinar o número de 

UFCs em cada placa. Os grupos foram normalizados pela condição controle (C+ = 100%). Resultados apresentados 

como média e erro da media em 3 experimentos independentes (N=6). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-

Wallis. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 

 

  

 

Análise da produção de mediadores pró- e anti-inflamatórios por neutrófilos em normóxia e 

hipóxia in vitro. 

Com o intuito de avaliar se ambientes hipóxicos seriam capazes de interferir na 

produção de mediadores pró e anti-inflamatórios, neutrófilos foram estimulados com bactérias Aa 

ou LPS durante um intervalo de 6 horas em duas condições distintas. Para as culturas em hipóxia 

foi padronizado os níveis de oxigênio em 1% e de CO2 em 5%. Já as culturas em normóxia, foram 

mantidas em condições normais de oxigênio (em torno de 21%) e CO2 em 5%. Após o tempo de 

incubação foram realizadas as quantificações dos mediadores TNF-α, IL-1β e IL-10 no 

sobrenadante das culturas pelo método de ELISA.  

Conforme mostrado na figura 17, em cultura de neutrófilos sob estímulo de Aa, em 

hipóxia houve aumento da produção de IL-1β, importante mediador pró-inflamatório (Figura 

17B), quando comparados aos neutrófilos mantidos em normóxia. Entretanto, não houve diferenças 

significativas na produção de TNF-α, e IL-10 (Figura 17 A e C). Quanto aos neutrófilos 

estímulados com LPS (Figura 18) foi visto aumento na produção de IL-1β e IL-10 por parte dos 

neutrófilos em hipóxia (Figura 18 B e C). O mesmo não foi visto quanto ao mediador TNF-α 

Figura 16: Exemplo de placa ágar BHI chocolate com 

bactérias plaqueada em três diferentes diluições, mostrando o 

crescimento bacteriano (UFCs) após 3-5 dias em estufa à 37 

ºC. Cada gota representa uma replicata, sendo cinco 

replicatas por diluição. Diluições: (1) 1:1000; (2) 1:10.000; 

(3) 1:100.000. Cada placa consistia em um animal diferente.  
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(Figura 18A). Sendo assim, estes resultados sugerem que neutrófilos expostos a baixas tensões de 

oxigênio, a capacidade de produção de citocinas por neutrófilos é aumentada. 

 

 
Figura 17:  Avaliação da produção de mediadores pró-inflamatórios TNF-a e IL-1β (Figura A e B) e anti-inflamatório 

IL-10 (Figura C) em cultura de neutrófilos incubados por 6 horas em normóxia (21% O2 e 5% CO2) ou hipóxia (1% 

O2 and 5% CO2)  e estimulados com Aa (MOI:1:10). Resultados apresentados como média e erro da media de três 

experimentos independentes (N=6). Os resultados foram normalizados pela condição controle (normóxia = 100%). 

Análise estatística por teste T não pareado. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 
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Figura 18: Avaliação da produção de mediadores pró-inflamatórios TNF-a e IL-1β (Figura A e B) e anti-inflamatório 

IL-10 (Figura C) em cultura de neutrófilos incubados por 6 horas em normóxia (21% O2 e 5% CO2) ou hipóxia (1% 

O2 and 5% CO2)  e estimulados com LPS. Resultados apresentados como média e erro da media em três experimentos 

independentes (N=6). Os resultados foram normalizados pela condição controle (normóxia = 100%). Análise estatística 

por teste T não pareado. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 

 

Avaliação da capacidade fagocítica de neutrófilos mantidos em normóxia e hipóxia in vitro. 

Prosseguindo com as análises em hipóxia e normóxia avaliamos a capacidade 

fagocítica de neutrófilos in vitro expostos as bactérias Aa e E.coli. Conforme explicado 

anteriormente, as culturas de hipóxia foram mantidas em atmosfera de 1% de O2 e 5% de CO2, 

enquanto que as culturas em normóxia permaneceram em ambiente com 21% de O2 e 5% de CO2. 

Para este ensaio, a bacteria Aa foi marcada com sonda pHrodo, enquanto que a E.coli utilizada 

apresentava GFP. As bactérias foram opsonizadas com soro murino e adicionadas as culturas de 

neutrófilos (MOI: 1:50), e então incubadas por 2 horas. Posteriormente, as células foram marcadas 

com anticorpos anti-Ly6G e lidas no citometro de fluxo Calibur FACS (BD). 



51 
 

 

Para os ensaios com Aa (Figura 19), o ambiente hipóxico diminuiu a capacidade 

fagocítica dos neutrófilos (Figura 19A). O mesmo padrão foi visto para a média de fluorescência 

destas células (Figura 19B). Esse mesmo efeito foi em parte observado frente a E.coli. Em hipóxia 

houve redução significativa das células que fagocitaram bactérias quando comparada ao grupo 

normóxia. Entretanto, a média de fluorescência não foi diferente entre os dois grupos (Figura 20 

A e B). 

 
Figura 19: Análise da capacidade fagocítica de neutrófilos frente a Aa em condições de normóxia (21% O2 e 5% CO2) 

ou hipóxia (1% O2 and 5% CO2). Os resultados obtidos (percentagem de neutrófilos que fagocitaram bactérias e média 

de fluorescência por neutrófilos que fagocitou bactéria) foram normalizados pela condição controle (nomóxia = 100%). 

Resultados apresentados como média e erro da media em três experimentos distintos (N=6). Análise estatística por 

teste T não pareado. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05  
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Figura 20: Análise da capacidade fagocítica de neutrófilos frente a E.coli em condições de normóxia (21% O2 e 5% 

CO2) ou hipóxia (1% O2 and 5% CO2). Os resultados obtidos referem-se a percentagem de neutrófilos que fagocitaram 

bactérias (A) e média de fluorescência por neutrófilos que fagocitou bacteria (B). As análises foram normalizadas pela 

condição controle (nomóxia = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em três experimentos 

distintos (N=6). Análise estatística por teste T não pareado. As diferenças foram consideradas significativas para 

p<0,05  

 

Análise do efeito de AGCCs sobre a ativação de HIF-1 em neutrófilos. 

Sabe-se que os ácidos graxos de cadeia curta são produtos da fermentação bacteriana 

que atuam de várias formas modulando as ações biológicas de neutrófilos, como migração, 

sobrevivência, produção de citocinas, entre outras funções (revisado em RODRIGUES et al., 

2015).  Recentemente foi mostrado em células epiteliais intestinais que um dos mecanismos pelos 

quais os AGCCs atuam sobre essas células é via estabilização de HIF-1α. Considerando isso e o 

fato de que, conforme mostrado até o momento, condições de estabilização química ou por hipóxia 

desse fator modificam as respostas dessas células a bactérias, avaliamos se os AGCCs poderiam 

apresentar algum papel na estabilização de HIF-1 em neutrófilos in vitro. Para isso, neutrófilos 

isolados da medula óssea de animais Odd luciferase foram tratados com Bay-85-3834 ou com 

AGCCs em duas concentrações diferentes pelo intervalo de duas horas. Conforme mostrado na 

figura 21, somente os AGCCs não exerceram nenhuma ação na estabilização de HIF-1 em 

neutrófilos in vitro.  

A partir deste resultado, resolvemos avaliar de forma mais específica o papel destes 

AGCCs na ativação de HIF-1 em neutrófilos. Para tal, tratamos estas células com mix de AGCCs 
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em duas concentrações distintas, e juntamente adicionamos Bay-85-3934, que, conforme já 

mostrado neste trabalho, atua estabilizando HIF-1 nestas células. Nossos resultados mostraram que 

a ativação de HIF-1 em neutrófilos cai drasticamente quando da presença dos AGCCs em 

comparação à condição controle (só estabilizador de HIF-1) (Figura 22). 

Como vimos, utilizando um mix de AGCCs em neutrófilos in vitro, temos como 

consequência uma menor ativação de um importante fator de transcrição para essas células (HIF-

1). Portanto, como próximo passo, decidimos avaliar se era o butirato que exercia esse efeito 

inibitório sobre HIF-1. Esta escolha é justificada pelo fato de em células epiteliais intestinais o 

butirato ser o AGCC com efeito mais evidente sobre a estabilização de HIF-1 (KELLY et al., 

2015). Para esta análise, utilizamos duas concentrações distintas de butirato, e tratamos os 

neutrófilos juntamente com Bay-85 por duas horas. Os resultados obtidos demonstram que o 

butirato exerce uma atividade inibidora sobre a estabilização de HIF-1 nessas células, quando 

comparados com a condição controle (Figura 23). 

 

Figura 21: Análise da ativação de HIF-1 por mix de AGCCs em neutrófilos.  Neutrófilos de animais Odd-luciferase 

foram incubados in vitro com estabilizador sintético de HIF-1 ou com mix de AGCCs 1/2 (Ac 13mM, Bt 5mM, Pr 

1.25mM) e 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM) no intervalo de 2 horas. Ao final desse tempo, as células foram 

lisadas e mensurou-se a atividade de luciferase em cada condição, resultado esse que foi normalizado pela quantidade 

de proteína. Resultados apresentados como média e erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). Análise 

estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05.  
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Figura 22: Análise da ação de AGCCs na ativação de HIF-1 em neutrófilos. Neutrófilos de animais Odd-luciferase 

foram incubados in vitro com estabilizador sintético de HIF-1 e mix de AGCCs 1/2 (Ac 13mM, Bt 5mM, Pr 1.25mM) 

e 1/5 (Ac 5,2mM, Bt 2mM e Pr 0,5mM) por 2 horas. Ao final desse tempo, as células foram lisadas e mensurou-se a 

atividade de luciferase em cada condição, resultado esse que foi normalizado pela quantidade de proteína. A condição 

(C+) refere-se ao grupo tratado apenas com estabilizador sintético (Bay-85). Resultados apresentados como média e 

erro da media em 2 experimentos independentes (N=4). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As 

diferenças foram consideradas significativas para p<0,05.  

 

 

Figura 23: Análise da ação de butirato na atividade de HIF-1 em neutrófilos de animais Odd-luciferase.  Neutrófilos 

de animais Odd-luciferase foram incubados in vitro com estabilizador sintético de HIF-1 e butirato em duas diferentes 

concentrações por 2 horas. Ao final desse tempo, as células foram lisadas e mensurou-se a atividade de luciferase em 
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cada condição, resultado esse que foi normalizado pela quantidade de proteína. Resultados apresentados como média 

e erro da media em 2 experimentos independentes (N=2). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As 

diferenças foram consideradas significativas para p<0,05.  

 

Avaliação do efeito de AGCCs sobre a produção de citocinas por neutrófilos tratados com 

estabilizador sintético de HIF-1.  

Estudos anteriores já mostraram a capacidade dos AGCCs modificarem em neutrófilos 

a produção de importantes citocinas presentes em condições inflamatórias e infecciosas (VINOLO 

et al., 2010; CORREA et al., 2017). Entretanto, pouco se sabe a respeito das ações modulatórias 

destes compostos em condições nas quais HIF-1 esteja ativo nestas células. Logo, foram realizadas 

culturas de neutrófilos isolados da medula óssea, as quais foram tratadas com Bay-85-3934 e/ou 

mix de AGCCs em duas concentrações distintas, e estímuladas com a bacteria Aa.  

Nossos resultados mostraram que os AGCCs diminuem drasticamente a produção do 

mediador TNF-α em neutrófilos, em ambos grupos analisados, sendo esta redução mais acentuada 

na condição de mix de AGCCs 1/2. Na condição de mix 1/5 observamos que o grupo com Bay-85 

aumentou a produção deste mediador quando comparado ao grupo sem Bay-85 (Figura 24A). Para 

IL-1β, foi observado que na condição de AGCCs 1/5 houve aumento no grupo tratado com Bay-

85 quando comparado ao grupo sem Bay-85. Além disso, observa-se um aumento quando as células 

foram incubadas com mix 1/5 de AGCCs na presença de Bay-85-3934 (Figura 24B). Para o 

mediador IL-10, não houve diferenças significativas entre os grupos análisados (Figura 24C). 
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Figura 24: Efeito do mix de AGCCs sobre a produção de citocinas de neutrófilos tratados com estabilizador sintético 

de HIF-1. As células foram previamente tratadas com estabilizador sintético de HIF-1e/ou mix de AGCCs por 2 horas 

e posteriormente incubadas por 6 horas sob estímulo de Aa. Resultados apresentados como média e erro da media em 

2 experimentos independentes (N=4). Análise estatística por ANOVA e Kruskal-Wallis. As diferenças foram 

consideradas significativas para p<0,05.  

 

Análise da produção de citocinas em cultura de neutrófilos in vitro tratados com mix de 

AGCCs e expostos a condição de hipóxia e normóxia. 

A seguir avaliamos os efeitos dos AGCCs em céluals incubadas em condições de 

hipóxia e normóxia. Para isso, as células foram isoladas da medula óssea dos animais, incubadas 

com mix de AGCCs e estimuladas com Aa em condições de hipóxia (1% O2 e 5% CO2) ou 

normóxia (21% O2 e 5% CO2) por um intervalo de 6 horas. Posteriormente, coletou-se o 

sobrenandante das culturas os quais foram usados na quantificação das citocinas pela técnica de 

ELISA. 

Conforme já mostrado em resultados anteriores, a condição de hipóxia não altera a 

produção de TNF-α quando comparada a normóxia. A produção desse mediador foi reduzida em 
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células mantidas na presença de AGCCs tanto em hipóxia quanto em normóxia, o que sugere que 

esse efeito independe desse fator (Figura 25A).  

Quanto às análises de IL-1β, assim como já mostrado anteriormente, a condição de 

hipóxia aumentou a produção deste mediador, quando comparado a normóxia. Observou-se que 

nas três condições em que o mix de AGCCs foi adicionado em hipóxia houve aumento da produção 

deste mediador quando comparado à condição de normóxia. Quando comparado à condição 

controle em relação aos grupos tratados com mix de AGCCs em hipóxia, notou-se um aumento 

significativo de produção de IL-1β nas condições com mix de AGCCs 1/2 e 1/5, ou seja, os AGCCs 

tiveram um efeito aditivo sobre a produção de IL-1β na condição de hipóxia (Figura 25B). 

Para as análises de IL-10, o grupo mix de AGCCs 1/2 e 1/10 na condição de hipóxia 

reduziram a produção deste mediador quando comparado à condição de normóxia. Juntamente, 

vimos que o grupo mix de AGCCs 1/2 em hipóxia reduziu drasticamente a produção quando 

comparado com a condição controle em hipóxia (Figura 25C). 
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Figura 25: Avaliação da produção de mediadores pró-inflamatórios TNF-a e IL-1β (Figura A e B) e anti-inflamatório 

IL-10 (Figura C) em cultura de neutrófilos tratados com mix de AGCCs e incubados por 6 horas em normóxia (21% 

O2 e 5% CO2) ou hipóxia (1% O2 e 5% CO2) e estimulados com Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) 

(MOI:1:10). Resultados apresentados como média e erro da media em dois experimentos independentes (N=4). Análise 

estatística por teste T não pareado. As diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 

 

Avaliação da capacidade fagocítica de neutrófilos in vitro tratados com mix de AGCCs em 

hipóxia e normóxia. 

A seguir avaliamos se condição de hipóxia afetaria a capacidade fagocítica de 

neutrófilos tratados com mix de AGCCs. Para isso, neutrófilos foram isolados da medula óssea, 

tratados com mix de AGCCs em diferentes concentrações e incubados com a bactéria Aa por um 

intervalo de duas horas. Posterior ao tempo de incubação, as células foram marcadas e então 

realizadas as leituras via citometria de fluxo. Nossos resultados evidenciam que, como já mostrado 

anteriormente, a capacidade fagocítica dos neutrófilos é prejudicada em condições de hipóxia 
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quando comparada a de normóxia. Entretanto, o tratamento com mix de AGCCs, não teve qualquer 

efeito sobre esse parâmetro (Figura 26A). Para a média de fluorescência, a exceção da condição 

controle, não houve diferenças significativas entre os grupos avaliados (Figura 26B).  

 

 
Figura 26: Análise da capacidade fagocítica de neutrófilos tratados com mix de AGCCs em condições de normóxia 

(21% O2 e 5% CO2) ou hipóxia (1% O2 e 5% CO2). As células foram tratadas e incubadas por 2 horas e posteriormente, 

realizada a leitura em citômetro de fluxo. Os resultados obtidos referem-se a percentagem de neutrófilos que 

fagocitaram bactérias (A) e média de fluorescência por neutrófilos que fagocitou bacteria (B). As análises foram 

normalizadas pela condição controle (nomóxia = 100%). Resultados apresentados como média e erro da media em três 

experimentos distintos (N=8). Análise estatística por teste T não pareado. As diferenças foram consideradas 

significativas para p<0,05  

 

Análises in vivo em animais com deleção de HIF-1 em células mielóides. 

Com o intuito de analisar in vivo a relevância de HIF-1 para células de origem mielóide 

frente a uma condição infecciosa causada pela bactéria anaeróbia 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 utilizamos do modelo de câmara subcutânea 

(GENCO et al., 1991). Esse modelo nos permitiu induzir uma monoinfecção por Aa em 

camundongos com deleção mielóide de HIF-1a.   

Primeiramente, analisamos a capacidade de eliminação das bactérias inoculadas na 

câmara. Para tal, uma parte do exsudato inflamatório que foi formado no interior da câmara foi 

diluído de forma seriada em PBS estéril e plaqueado em ágar chocolate suplementado com 

menadiona e hemina. Por se tratar de uma bactéria anaeróbia, as placas foram mantidas em 

anaeróbiose em estufa por 37ºC, por 3-5 dias. Ao fim deste período, foi possível determinar o 

número de UFCs em cada placa, número este que nos mostra a capacidade das células que 
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migraram para o local infectado em matar as bactérias. Conforme mostrado na figura 27, a ausência 

de HIF-1 em células mielóides não modificou a resposta quanto à capacidade de destruição de Aa. 

Nota-se que a capacidade de killing de animais KO para HIF-1 é semelhante aos animais WT que 

possuem este fator de transcrição presente em suas células, evidenciando que a ação de HIF-1 

nessas células não modula o parâmetro em questão. 

Seguidamente, foi avaliado o recrutamento celular para o interior da câmara subcutânea 

após 24 horas da inoculação da bactéria Aa. De acordo com a figura 29, os resultados obtidos nos 

mostraram que HIF-1 não tem ação direta no recrutamento celular das células no nosso modelo de 

infecção: tanto o total de células quanto de polimorfonucleares neutrófilos (Figura 28B) e células 

mononucleadas (Figura 28C) não diferiu entre os grupos experimentais.  

A seguir, foi analisado e quantificado a produção de citocinas, onde sabe-se que as 

mesmas são importantes em processos inflamatórios, tais como TNF-α, IL-1β, e IL-10. Para que 

fosse possível esta análise, parte do exsudato formado no interior da câmara subcutânea após 24 

horas da infecção por Aa foi coletado e quantificado. Inicialmente, avaliamos TNF-α, citocina que 

possui uma vasta gama de ações pró-inflamatórias e que geralmente é encontrada em altas 

concentrações em condições infecciosas. Como mostrado na (Figura 29A), a produção deste 

mediador inflamatório foi reduzida significativamente no grupo que apresenta deleção de HIF-1, 

quando comparado ao grupo WT. Perfil distinto de resposta foi visto para outro importante 

mediador inflamatório, a IL-1β (Figura 29B). As concentrações desta citocina foram semelhantes 

entre os dois grupos, mostrando que a ausência de HIF-1 em células mielóides em 24 horas não 

tem influência quanto à produção da mesma por parte dessas células em processos infecciosos por 

Aa. Contudo, a produção de IL-10 (Figura 29C), importante citocina anti-inflamatória, se elevou 

no grupo KO para HIF-1 quando comparado ao grupo WT. Com isso temos que na ausência de 

HIF-1 em células mielóides há uma redução de TNF- α e aumento de IL-10, mostrando que a 

ausência deste fator de transcrição reduz a resposta inflamatória.  
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Figura 27: Análise da sobrevivência das bactérias Aa na câmara subcutânea. O exsudato inflamatório foi diluído, 

plaqueado em ágar BHI chocolate, mantido em anaerobiose, à 37°C, por 3-5 dias, para determinação do número de 

UFCs. Os valores foram posteriormente normalizados pelos valores obtidos nos animais WT. Nos gráficos, cada 

círculo ou quadrado representa um animal. São apresentados resultados referentes a 2 experimentos independentes. As 

barras horizontais representam a média de cada grupo (N = 7-8 animais por grupo). Os resultados foram analisados 

pelo teste de Mann-Whitney, com significância considerada para p<0,05. 
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Figura 28: Recrutamento leucocitário para o interior da câmara 24 horas após a inoculação de Aa. Número total de 

leucócitos (A), neutrófilos (B) e células mononucleadas (C) presentes na câmara subcutânea. Nos gráficos, cada 

quadrado ou circulo representa um animal. São apresentados resultados referentes a 2 experimentos independentes. (N 

= 7-8 animais por grupo). Os resultados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, com significância considerada 

para p<0,05. 
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Figura 29: Análise da produção de mediadores inflamatórios no interior da câmara subcutânea após infecção com Aa. 

As concentrações das citocinas no exsudato inflamatório da câmara subcutânea foram medidas pelo método de ELISA, 

24 horas após inoculação da bactéria Aa (N = 8 animais para WT e 7 animais para KO). Nos gráficos, cada quadrado 

ou circulo representa um animal. São apresentados resultados referentes a 2 experimentos independentes. Resultados 

apresentados como média ± SEM e analisados pelo teste de Mann-Whitney, com significância considerada para p<0,05. 
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DISCUSSÃO 

 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a relevância do fator induzido por hipóxia 

(HIF)-1 na função efetora de neutrófilos frente à bactéria Aa, e juntamente analisar a ação dos 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs) na ativação deste fator de transcrição. Para tal, utilizamos 

compostos que modificam a estabilidade de HIF-1 na presença de oxigênio, assim como à 

incubação das células em condição de hipóxia. Além disso, foram realizadas análises utilizando 

animais com deleção tecido específico de HIF-1 em células mielóides.  

Inicialmente, vimos pelo teste de viabilidade celular que os estabilizadores sintéticos 

nas concentrações utilizadas não apresentaram danos citotóxicos em neutrófilos, mostrando que 

nossas condições de tratamento eram viáveis. Entretanto, era importante descobrirmos quais destes 

compostos seriam eficazes na estabilização de HIF-1 nessas células. Dentre os inibidores usados, 

o único que apresentou efeito significativo foi o inibidor de PHDs Bay-85-3934. Acreditamos que 

este resultado se deu pela capacidade deste composto em atuar sobre as três isoformas das PHDs 

(1-3) acarretando em um efeito mais eficaz do que IOX-2, que atua apenas em uma das isoformas 

desta enzima (PHD2) ou cloreto de cobalto, o qual atua como competidor endógeno de ferro 

(FLAMME et al., 2014; MURRAY et al., 2010; FAN et al., 2014).  

Estudos in vitro mostraram que em células de carcinoma, como HeLa e A549, o 

tratamento com Bay-85-3934 por 20 minutos foi suficiente para induzir concentrações proteicas 

detectáveis de HIF-1α (FLAME et al.,2014). Em neutrófilos, observamos que a estabilização 

ocorreu apenas a partir de 1 hora de tratamento com o estabilizador, sendo que esta foi mais 

evidente no intervalo de 2 horas. Assim, foi possível definir no nosso modelo uma condição de 

estabilização de HIF-1α (pré-tratamento de 2 horas) em neutrófilos antes de realizarmos as outras 

análises. 

Sabe-se que células como neutrófilos tendem a produzir quantidades inferiores de 

citocinas quando comparadas a outros tipos de células mielóides, como os macrófagos. Entretanto, 

no ínicio do processo inflamatório, o tipo celular mais abundante encontrado são os neutrófilos, 

tornando-os importantes não somente para destruição e contenção de patógenos invasores, mas 

também ao que diz respeito quanto à produção de mediadores inflamatórios (MANTOVANI et al., 

2011).  Na inflamação, os níveis de oxigênio local normalmente são reduzidos, expondo células 

como neutrófilos à condição de hipóxia. Os efeitos da hipóxia na função dos neutrófilos ainda não 
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são totalmente conhecidos, porém, a literatura evidencia que HIF-1 atua de forma direta na 

regulação das funções inflamatórias destas células. Neste contexto, HIF-1 age principalmente na 

sobrevivência e migração de células mielóides, destruição bacteriana via ROS, regulando a 

capacidade fagocítica, além de modular a produção de mediadores inflamatórios como TNF-α e 

IL-6, o que o torna um importante regulador das funções efetoras destas células (PALAZON et al., 

2014; AMULIC et al., 2012). Entretanto, ainda não é claro qual o papel de HIF-1 na resposta de 

neutrófilos frente a bactérias envolvidas em quadros de periodontite como a Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa), alvo deste estudo. Vale ressaltar que já há relatos na literatura 

indicando que a tensão de oxigênio tecidual em indivíduos com periodontite tende a diminuir de 

acordo com a intensidade da doença (PRADEEP et al.,2011). 

Tanto em neutrófilos tratados com estabilizador sintético de HIF-1 quanto expostos a 

condições de hipóxia e então estimulados com Aa ou LPS, observou-se aumento significativo na 

produção do mediador pró-inflamatório IL-1β, enquanto que para outras citocinas (IL-10 e TNF-

α) houve alteração apenas em determinadas condições de estimulação (apenas com LPS). A IL-1β 

é um mediador importante na resposta a infecções bacterianas, sendo essencial para o processo 

inflamatório. Essa citocina é sintetizada como um polipeptídeo biologicamente inativo, se tornando 

ativo por meio da ação de caspase-1 (ou outras proteases), que atua clivando e liberando a forma 

madura deste mediador, que atuará nas respostas imunes (FOLCO et al., 2014). A literatura mostra 

que macrófagos produzem grandes quantidades deste mediador após estimulação. Nestas células 

há descrição de que a ativação de HIF-1, potencializa essa ação. Em nosso trabalho, nas condições 

estudadas, pudemos ver que neutrófilos, assim como macrófagos, produzem quantidades 

aumentadas de IL-1β em condição de hipóxia ou ativação de HIF-1 (FOLCO et al.,2014; 

TANNAHILL et al.,2013; SNODGRASS et al.,2016). Logo, vê-se que HIF-1 possui um papel 

importante no contexto inflamatório em células mielóides.  

 A fagocitose é o processo pelo qual microrganismos são internalizados e 

subsequentemente degradados por células do sistema imune inato, como os fagócitos, 

representando assim, uma das primeiras linhas de defesa contra infecções. A ativação deste 

mecanismo depende de reconhecimento de moléculas produzidas pelo hospedeiro, as quais se 

ligam a superfície dos microrganismos (opsoninas incluindo constituintes do sistema 

complemento, proteínas de fase aguda e imunoglobulinas) e do reconhecimento via receptores de 

de padrões moleculares associados à microrganismo como receptores do tipo Toll (STEINBERG 
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et al., 2007; NORDENFELT & TAPPER, 2011; ROGER et al., 2011). Diferentemente do que foi 

observado para a produção de IL-1β, o tratamento dos neutrófilos com Bay-85-3934 não apresentou 

nenhum efeito sobre a capacidade de fagocitose destas células frente a Aa ou E. coli. Estes 

resultados indicam que o processo de fagocitose, ao menos nas condições por nós estudadas, não é 

regulado pela ativação de HIF-1. Já em neutrófilos expostos a condição de hipóxia, nossos achados 

mostraram que a porcentagem destas células com bactérias internalizadas (Aa e E.coli) foi 

significativamente menor quando comparada as células mantidas em condição de normóxia. Além 

disso, houve redução na quantidade de bactérias internalizadas (ao menos para Aa) por neutrófilo 

na condição de hipóxia em comparação a condição controle. Logo, se levarmos em conta que a 

redução foi vista apenas na condição hipóxia e não com o estabilizador de HIF-1, podemos sugerir 

que mecanismos independentes de HIF-1 estejam atuando na regulação desse parâmetro em 

neutrófilos. Nesse sentido, vale ressaltar que vários outros mecanismos (independentes de HIF-1) 

são reponsivos a hipóxia e podem estar envolvidos na resposta ora observada (SHIRATSUCHI, 

2005; HOENDERDOS et al., 2016). Além disso, considerando os relatos na literatura de que a 

hipóxia e/ou ativação de HIF-1 aumentam a capacidade fagocítica de macrófagos 

(PEYSSONNAUX et al., 2005), podemos especular que mecanismos diferentes atuem na 

regulação do processo de fagocitose em neutrófilos, macrófagos e outras células em hipóxia.   

No presente estudo também avaliamos a capacidade microbicida de neutrófilos 

incubados com Bay-85-3934 frente às bactérias Aa e E. coli. Diferente do que foi visto na 

fagocitose, nossos resultados indicam que a ativação de HIF-1 em neutrófilos incubados com Aa, 

mas não com E.coli, aumenta a capacidade microbicida destas células. Nesse sentido, Okumura e 

colaboradores (2012) evidenciaram que a estabilização farmacológica de HIF-1 em neutrófilos 

aumentou significativamente a atividade antibacteriana dessas células frente a Staphylococcus 

aureus (OKUMURA et al., 2012). De forma associada, BERGER e colaboradores (2013) 

evidenciaram que a inibição de HIF-1 em neutrófilos reduz a atividade bactericida tanto in vivo 

quanto in vitro destas células. 

Os AGCCs, principalmente acetato, propionato e butirato, são produtos finais da 

fermentação de fibras por bactérias. Tais compostos são comumente encontrados em altas 

concentrações no cólon, contudo, estudos já revelaram que estes metabólitos bacterianos também 

podem ser encontrados em altas concentrações em tecidos periodontais, principalmente em 

condições infecciosas, como em quadros de infecções por Aa, alvo do presente estudo (TAN et al., 
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2014; LU et al.,2014). Os AGCCs sabidamente têm ações metabólicas importantes, incluindo sua 

função de substrato energético para células epiteliais, mas também, conforme mostrado em 

trabalhos mais recentes, alteraram diferentes aspectos fisiológicos de leucócitos, como a sua 

diferenciação, quimiotaxia e outras funções efetoras. Em neutrófilos, sabe-se que estes compostos 

modulam funções como produção de espécies reativas de oxigênio, degranulação, atividade 

microbicida, além de processos fagocíticos (CORRÊA et al., 2017; TAN et al., 2017; 

RODRIGUES et al., 2015). Contudo, ainda não é bem esclarecido até o momento, o papel e 

possíveis ações modulatórias dos AGCCs na ativação e ação do fator de transcrição HIF-1 em 

neutrófilos.  

Estudos constataram que os AGCCs são capazes de estabilizar HIF-1 em células 

epiteliais intestinais, o que decorre ao menos em parte da capacidade dos AGCCs em aumentar o 

metabolismo oxidativo dessas células e conseguentemente o consumo de oxigênio (KELLY et al., 

2015). Neste sentido, analisamos inicialmente se os AGCCs poderiam apresentar algum papel na 

estabilização de HIF-1 em neutrófilos in vitro. Para tal, utilizamos neutrófilos isolados da medula 

óssea de animais HIF reporter e então tratados com Bay 85-3934, ou AGCCs. De forma distinta 

ao que foi visto em células epiteliais intestinais, em nosso estudo, os AGCCs não exerceram ação 

na estabilização de HIF-1, mostrando que estes compostos não são capazes de estabilizar HIF-1 

em neutrófilos. Mais do que isso, em experimentos subsequentes, observamos que a ativação de 

HIF-1 por Bay 85-3934 cai drasticamente quando as mesmas são tratadas com AGCCs. Portanto, 

os resultados sugerem que além dos AGCCs não estabilizarem HIF-1, eles ainda interferem de 

forma negativa na estabilização deste importante fator de transcrição em neutrófilos. 

A seguir avaliamos se o butirato poderia estar exercendo esta ação negativa na 

estabilização de HIF-1 em neutrófilos. Optamos pelo butirato devido ao fato de que esse é o AGCC 

normalmente mais ativo nestas células (VINOLO el al., 2010; SINA et al., 2009) e na estabilização 

de HIF-1 em células epiteliais intestinais (KELLY et al., 2015). Os resultados obtidos mostraram 

que o butirato exerce atividade inibitória sobre a ativação de HIF-1 em neutrófilos. Esse efeito, 

conforme já comentado, é oposto ao observado em células epiteliais, o que pode ser em parte 

explicado pelas diferenças de metabolismo entre essas células. Vale ressaltar que os neutrófilos são 

altamente dependentes do processo de glicólise anaeróbica, enquanto que as células epiteliais 

obtem parte de sua energia pelo processo de oxidação fosforilativa. Conforme descrito 

anteriormente, o mecanismo associado a ativação de HIF-1 envolve aumento de consumo de 
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oxigênio pelas células epiteliais (utilizado na metabolização aeróbia de butirato), o que não deve 

ocorrer em neutrófilos devido ao fato de estas últimas serem células que tem pouca capacidade de 

metabolização aeróbia.  

Considerando os resultados dos AGCCs sobre a ativação de HIF-1 em neutrófilos, a 

seguir avaliamos o efeito dos AGCCs sobre parâmetros funcionais destas células na presença de 

estabilizador deste fator de transcrição ou hipóxia. Os ácidos graxos de cadeia curta diminuem 

drasticamente a produção do mediador TNF-α em neutrófilos incubados com Aa, efeito esse que 

foi mantido tanto na presença de Bay 85-3934 quanto em condições de hipóxia. Para IL-10, o 

estabilizador de HIF-1 não teve qualquer ação, porém em hipóxia a produção desta citocina foi 

inibida na presença de AGCCs, efeito não observado em normóxia. Por fim, para IL-1β observou-

se que em condições de hipóxia a presença de AGCCs aumentou ainda mais a produção desse 

mediador. Esses resultados, apesar de preliminares, nos indicam que em hipóxia são ativados 

mecanismos (independentes de HIF-1) os quais modificam a resposta de neutrófilos aos AGCCs, 

sendo que, de modo geral, quando em hipóxia os neutrófilos incubados com AGCCs se tornam 

mais pró-inflamatórios (maior produção de IL-1β e menor de IL-10). Por outro lado, para a 

fagocitose, não observamos qualquer ação da condição de hipóxia sobre os efeitos dos AGCCs. 

Em conjunto, esses dados nos indicam que em hipóxia os AGCCs atuam em neutrófilos 

aumentando sua capacidade inflamatória, mas sem alterar sua capacidade fagocítica, o que pode 

ter grande relevância durante condições infecciosas em que há redução dos níveis de oxigênio. 

No presente estudo, além dos ensaios in vitro, avaliamos in vivo a relevância de HIF-1 

na ação de células mielóides em condição infecciosa causadas pela Aa. Para tanto, utilizamos o 

modelo de câmara subcutânea (GENCO et al., 1991), modelo que nos permitiu induzir uma 

monoinfecção por Aa em camundongos knockout tecido específico (KO) para HIF-1. Vale ressaltar 

que o modelo animal (LysMCre) utilizado envolve deleção de HIF-1a em células mielóides e de 

forma mais evidente em macrófagos do que em neutrófilos (CRAMER et al., 2003). Em geral, 

nesses experimentos não houve alteração no recrutamento de células e sua capacidade de destruição 

de bactérias (Aa). Por outro lado, observamos alterações relevantes na produção de mediadores 

inflamatórios incluindo TNF-α e IL-10, o qual estavam em menores e maiores concentrações 

respectivamente nos animais KO para HIF-1, importante mediador anti-inflamatório cujas 

concentrações estavam mais altas nos animais do grupo KO para HIF-1 quando comparados ao 

grupo WT. Em conjunto estes dados nos indicam que na ausência de HIF-1, apesar de não haver 
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prejuízo da função microbicida frente a Aa, a resposta inflamatória tende a ser menos intensa 

devido as menores concentrações de TNF-α e aumento de IL-10.  A cerca dos efeitos de HIF-1 na 

produção de mediadores inflamatórios por células mielóides, nossos resultados vão de encontro a 

estudos já publicados, que mostram que animais deficientes de HIF-1 produzem menores 

quantidades de mediadores pro-inflamatórios como TNF-α e IL-6 (PEYSSONNAUX et al., 2007; 

CHEN et al., 2015; ZAMPELL et al., 2012). Adicionalmente, trabalho realizado em modelo de 

infecção por H. capsulatum, demonstrou que animais com ausência de HIF-1 na linhagem mielóide 

produzem quantidades aumentadas de IL-10 (FECHER et al., 2016). Estes resultados sugerem que 

a ausência deste fator de transcrição nas células estudadas contribui para uma resposta menos 

inflamatória, afetando assim de forma direta na resolução do processo infeccioso. 

 

 

CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que a hipóxia e ativação 

de HIF-1 em células mielóides (neutrófilos) é relevante na resposta efetora frente a bactérias 

envolvidas no desenvolvimento de periodontite como a Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

(Aa), e os AGCCs, principalmente o butirato, interferem negativamente nesta ativação de HIF-1, 

podendo assim modular a resposta durante quadro infeccioso, uma vez que:  

 1) Neutrófilos mantidos em hipóxia ou incubados com estabilizador de HIF-1 apresentam 

alteração das suas respostas efetoras (produção de IL-1β e atividade microbicida) frente a bactéria 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa).  

2) Os AGCCs inibem a estabilização de HIF-1 em neutrófilos.  

3) Os efeitos dos AGCCs sobre a produção de mediadores inflamatórios por neutrófilos em 

hipóxia são, em parte, distintos daqueles observados em normóxia. 

 4) A deleção específica de HIF-1 em células mielóides não altera o recrutamento de células 

ou sua ação microbicida frente a Aa em modelo de monoinfecção. Contudo, a ausência desse fator 

modifica a produção de mediadores inflamatórios pelas células, o que pode ter consequências 

diretas na resolução do processo inflamatório.  
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