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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTUDO DOS LINFÓCITOS T γδ E αβ NA INFLAMAÇÃO PULMONAR NO MODELO 

EXPERIMENTAL DE SEPSE GRAVE 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Victor Ugarte Bornstein 

 

 A sepse é uma das principais doenças causadoras de óbitos em unidades de tratamento 
intensivo. Ademais, a forma grave dessa síndrome induz uma imunossupressão prolongada que 
causa diversas complicações, a maior parte dessas relacionadas a infecções pulmonares. O 
conhecimento atual sobre a imunossupressão induzida por sepse grave é muito limitado; no 
entanto já foi demonstrado que esta condição induz disfunções em linfócitos T CD4 e células 
dendríticas devido a alterações epigenéticas. O objetivo do presente trabalho foi o de estudar os 
linfócitos T γδ no pulmão durante a sepse grave assim como possíveis dinfunções destas células 
durante a imunossupressão pós-sepse. Para isso, a sepse grave foi induzida em camundongos 
C57BL/6 através da ligação e perfuração do ceco (CLP; 9 perfurações com agulha de 21 gauge e 
tratamento com antibiótico por 3 dias), modelo experimental descrito por ser capaz de 
desencadear e manter um estado de imunossupressão. No primeiro dia após a CLP os números de 
linfócitos T γδ e αβ se encontram elevados no pulmão. No 3º dia, o número de linfócitos T αβ 
retornou a níveis basais, no entanto, os números de linfócitos T γδ continuaram elevados. A 
análise por citometria de fluxo da expressão de anexina V, CD25, e c-Fos, sugere que este número 
aumentado de linfócitos T γδ no 3º dia após CLP seja devido a uma rápida e duradoura 
proliferação destas células em órgãos linfóides secundários e não devido a uma diminuição da 
morte celular, evento característico da sepse. De modo interessante, o aumento da expressão de 
CD25 por linfócitos T γδ foi observado tanto no pulmão (3º e 10º dia após CLP) quanto no baço 
(1º, 3º e 10º dia após CLP), em tempos anteriores aos observados para os linfócitos T αβ. No 10º 
dia após a CLP, os camundongos já se encontram recuperados da sepse, contudo, os linfócitos T 
γδ e αβ apresentaram uma incapacidade de migrar em direção ao pulmão inflamado, como foi 
observado em ensaio de transferência adotiva. Em contrapartida, no 10º dia, um maior número de 
linfócitos T γδ (mas não αβ) recuperados do pulmão de animais pós-sépticos estão produzindo IL-
17, enquanto há um menor número de linfócitos T γδ IL-10+ ou IFN-γ+. Este aumento na produção 
de IL-17 foi acompanhado de um aumento do número de neutrófilos. Em síntese, esses dados 
sugerem que, diferente dos linfócitos T αβ, os linfócitos T γδ apresentam um perfil pró-
inflamatório durante a imunossupressão pós-sepse grave induzida por CLP. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTUDO DOS LINFÓCITOS T γδ E αβ NA INFLAMAÇÃO PULMONAR NO MODELO 

EXPERIMENTAL DE SEPSE GRAVE 

 

ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Victor Ugarte Bornstein 

 

 Sepsis is a major cause of death at intensive care units. Severe sepsis also leads to systemic 
long-term immunosuppression, which causes several complications, most of them related to lung 
infections. The current knowledge about sepsis-induced immunosuppression is poor; however it 
has been demonstrated that post-septic mice present dendritic and CD4 T cells dysfunction caused 
by epigenetic changes. In the present work, we aimed to investigate lung γδ T cells during severe 
sepsis and whether these cells were immunocompetent during immunosuppression post-sepsis. 
For that, severe sepsis was induced in C57BL/6 mice by cecal ligation and puncture (CLP; 9 
punctures with 21 gauges needle and antibiotics treatment for 3 days), a model previously 
described as triggering and maintaining immunosuppression. One day after CLP, both γδ and αβ T 
lymphocyte numbers were increased in lung tissue. At day 3, αβ counts return to basal levels due 
to a post-sepsis apoptotic event; however, γδ T cell numbers remained elevated. This phenomenon 
seems to be due to an early and long-lasting proliferation of γδ T cells (as compared to αβ), 
instead of to decreased cell death rate, as assessed by flow cytometry using annexin V, CD25, and 
c-Fos staining. Interestingly, the increase in CD25 expression by γδ T cells was observed in lung 
(3rd and 10th days post-CLP) and spleen (1st, 3rd and 10th day post-CLP), at early time points than 
the ones observed for αβ T cells. At the 10th day after CLP, mice were recovered from sepsis, but 
splenic γδ and αβ T cells showed a disability to migrate towards inflamed lung in a cell adoptive 
transfer assay. Nevertheless, during day 10th, lung γδ T cells (but not αβ T cells) recovered from 
post-septic mice produced increased IL-17 levels, whereas decreased the production of IFN-γ and 
IL-10, showing a Th17-like response. The increased IL-17 production was accompanied by 
neutrophil infiltration in the lungs. In summary, these data suggest that, in contrast to other T 
lymphocytes, γδ T cells seem to maintain an effective immune-response in the lungs during severe 
sepsis-induced immunosuppression caused by CLP. 
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3. Introdução 

 

1.1. Terminologia 

A palavra sepse é derivada da palavra grega “σηψις”, que significa decomposição de 

matéria orgânica animal ou vegetal. Há 2700 anos, esta palavra era utilizada no mesmo 

sentido que a utilizava Hipocrates, não tendo havido drásticas mudanças no seu significado 

até os dias de hoje (1). Apesar do tempo de existência da palavra, somente em 1914 que a 

conexão entre bactérias e os efeitos sistêmicos da doença foi feita por Schottmueller (2). A 

partir desse momento, a palavra sepse tornou-se praticamente sinônimo de infecção grave. 

Conforme o conhecimento a cerca do sistema imunológico e da sepse foi aumentando, 

percebeu-se que o que chamamos de sepse é um conjunto de sintomas desencadeados pela 

resposta a patógenos, atribuindo se então um papel mais passivo aos microorganismos. Em 

1972, Lewis Thomas escreveu: “É a nossa resposta à presença [dos microorganismos] que faz 

a doença. O nosso arsenal para eliminar as bactérias é tão poderoso (...) que estamos em 

perigo maior por ele do que pelos invasores” (3). Nesta visão, a sepse é desencadeada por 

microorganismos, mas a resposta é mantida e perpetuada por uma complexa rede de 

mediadores inflamatórios e disfunções celulares (4). 

 

Tabela 1.1. Terminologia: SRIS, sepse, sepse grave e choque séptico. 

Síndrome Definição 

Síndrome da Resposta 
       Inflamatória Sistêmica 
       (SRIS) 

Dois ou mais dos seguintes critérios: 
Febre ou hipotermia (>38°C / <36°C) 
Taquicardia (>90 batimentos/min) 
Taquipnéia (freqüência respiratória maior que 20 respirações/min ou 
 PaCO2 menor que 32 mmHg) 
Contagem de leucócitos maior que 12.000/mm3 ou menor que 
 4.000/mm3 

Sepse SRIS devido a infecção confirmada ou suspeita 

Sepse-grave Sepse com disfunção de um ou mais órgãos, hipoperfusão e hipotensão 

Choque séptico Hipotensão induzida por sepse que se mantêm apesar da reposição 
volêmica intravenosa em conjunto com problemas de perfusão 

Bone et al., 1992 
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No ano de 1991 foi estabelecido mundialmente que um paciente com sepse é aquele 

que apresenta resposta inflamatória sistêmica (SRIS) associada a um quadro infeccioso (5), 

seja ele desencadeado por bactérias, fungos ou vírus (5, 6). Essa definição foi criada pela 

Conferência de Consenso realizada pelo College of Chest Physicians and Society of Critical 

Medicine (5) que também determinou o significado de SRIS, sepse grave e choque séptico 

(tabela 1.1). Além dos fatores infecciosos, outros, tais como pancreatite, queimaduras e 

traumas, também podem levar ao desenvolvimento de uma resposta inflamatória sistêmica; no 

entanto, nestes casos não se dá a esta condição o nome de sepse (figura 1.1). Existem duas 

visões diferentes a cerca da incidência de sepse nos últimos anos: (i) que esta vem 

aumentando, já que cada vez são detectados mais casos de sepse (7); ou (ii) que essa parece 

estar aumentando devido ao fato de que hoje em dia é mais fácil diagnosticar essa síndrome 

(6). 

Hoje, a definição emergente de sepse volta a dar um papel mais ativo aos patógenos na 

morte dos pacientes, como pode ser observado na frase “uma corrida entre o sistema 

imunológico do hospedeiro e os patógenos para alcançar a morte do paciente” (8). Esta visão 

se deve ao fato de que hoje em dia percebe-se a grande importância que a imunossupressão 

tem na sobrevida dos pacientes. Durante a fase pró-inflamatória da sepse, e mesmo após esta, 

ocorre uma forte resposta antiinflamatória. Por causa desta, se o paciente sobreviver à intensa 

resposta pró-inflamatória que seu organismo desenvolve, este, tem o risco de morte 

aumentado devido a infecções secundárias. 

 

 

Figura 1.1. Inter relação entre SRIS, infecção e sepse. Adaptado de Bone RC et al., 1992. 
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1.2. Epidemiologia 

Estudos desenvolvidos nos Estados Unidos da América (EUA) revelam que, em 1995, 

quase dez por cento do total de mortes do país ocorreram em pacientes com sepse: 215.000 

mortes por ano, número equivalente ao de mortes por infarto agudo do miocárdio (9). Esta 

síndrome também é a principal causa de mortes não-coronárias em Unidades de Tratamento 

Intensivo (UTI) (10) e de pacientes criticamente enfermos (11). Silva e colaboradores (2004) 

fizeram um estudo epidemiológico da sepse no Brasil, no qual foi mostrado que esta síndrome 

teve uma incidência de 5,7 % dentre os pacientes totais de hospitais em 2001, em contraste 

com a de 2,3 % dos EUA (9). Ainda, o estudo brasileiro apresenta a sepse como o principal 

problema de saúde nas UTIs do país. Dentre estas, 8,5 % das internações correspondem a 

casos de infecção pulmonar que evolui a quadros de sepse (12). Estudos realizados na 

Alemanha, Canadá, Espanha, França, Israel, Itália, Portugal e Reino Unido também 

demonstraram a predominância de infecções pulmonares como desencadeadores da sepse, 

estando a peritonite na segunda posição (13, 14). Quando se analisa a gravidade da doença em 

relação ao foco da infecção, esta ordem é a inversa (13, 15-19). 

Em 87,9 % dos casos de sepse, as infecções bacterianas são as responsáveis pela 

doença (6). Em segundo lugar estão os fungos, com apenas 4,6 % dos casos (6). Independente 

do patógeno, na maioria dos casos, a sepse se desenvolve a partir de uma infecção local que 

não é controlada. Conforme a doença progride da SRIS até o choque séptico, a mortalidade 

aumenta. Silva e colaboradores observaram na SRIS uma porcentagem de mortalidade de 24,2 

% dos pacientes; 33,9 % na sepse; 46,9 % na sepse-grave e de 52,2 % no choque-séptico no 

Brasil em 2001 (12). Esses dados se assemelham a estudos internacionais nos quais é 

observado que pacientes apresentam uma mortalidade de 7-17 % com sepse; de 20-53 % com 

sepse grave e de 53-63 % com choque séptico (10). No entanto, estes estudos levam em conta 

somente as mortes causadas pela sepse na fase aguda da doença, desconsiderando mortes 

devido a sequelas desta síndrome. 

 

1.3. Fisiopatologia da sepse 

  O pulmão é o órgão clinicamente mais importante e mais sensível às alterações 

fisiológicas que ocorrem durante a sepse que se desenvolve a partir de infecções abdominais, 

sanguíneas (20, 21) e pulmonares (22). Como já discutido, esses são os sítios mais comuns de 

infecções que levam à sepse. Em períodos iniciais da sepse ocorre uma lesão pulmonar aguda 
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(LPA) (23) que se mantém apesar de cirurgias de intervenção, uso de antibióticos e terapias 

imunossupressoras (24). Essa síndrome se desenvolve quando não se consegue controlar uma 

infecção e essa se espalha pelo corpo. Quando há uma resposta imunológica adequada, 

geralmente, esta é capaz de eliminar o patógeno no foco de entrada: componentes bacterianos 

iniciam uma cascata de eventos através do estímulo de monócitos, neutrófilos, macrófagos e 

células endoteliais do hospedeiro, levando à produção e secreção de inúmeros mediadores 

inflamatórios endógenos (25). Posteriormente, outras populações celulares do sistema 

imununológico adaptativo são ativadas. De modo contrário, durante um evento séptico ocorre 

um desbalanço da resposta imunológica que leva às mudanças fisiológicas observadas na 

síndrome (26). Por sua vez, as alterações que essa síndrome causa dificultam ainda mais a 

eliminação do patógeno (26-28).  

 O desenvolvimento da LPA é caracterizado por um rápido e grande acúmulo de 

neutrófilos (22, 23, 29, 30) e uma grande produção de citocinas e quimiocinas no pulmão, 

mesmo quando este não é o foco primário da infecção (23, 31). Durante a fase inicial da 

sepse, sabe-se que há uma grande liberação de citocinas pelo hospedeiro; esse fenômeno é 

comumente chamado de “tempestade de citocinas”. Dentre as citocinas liberadas, as primeiras 

e mais bem descritas na sepse são o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina (IL)-1β, 

além do mediador lipídico fator de ativação plaquetária (PAF) (32-34), moléculas que nesse 

contexto são pró-inflamatórias. Estes mediadores são necessários para a eliminação de 

patógenos em infecções locais; no entanto, durante a sepse, eles podem contribuir para a 

morte do hospedeiro por causarem uma inflamação exacerbada (32). Em diversos trabalhos já 

foi demonstrado que a neutralização dessas citocinas melhora a porcentagem de sobrevida de 

animais submetidos a sepse (35); porém, a eficácia desse tratamento quando aplicados à 

clínica é controversa (36, 37). Outra citocina já estudada durante essa fase hiper-inflamatória 

da sepse é a IL-17, no entanto a contribuição dessa citocina para a sobrevida dos animais 

parece depender da gravidade da sepse induzida. A IL-17 parece contribuir para a sobrevida 

em modelo de sepse branda (38), mas para a mortalidade em modelos de sepse grave (39, 40).  

 Logo após o início da inflamação, a expressão de moléculas de adesão, tais como 

selectinas e integrinas, se encontram aumentadas ou ativadas no endotélio vascular do pulmão 

(41), assim como nos leucócitos (42). Simultaneamente, ocorre a liberação de mediadores 

quimiotáticos no pulmão por células, tais como macrófagos alveolares e células endoteliais 

(23, 42). Em consequência destes fatos, ocorre a transmigração de células ativadas para o 

tecido pulmonar (43). A ativação e migração de células para o pulmão potencializam a 

inflamação, a LPA e a disfunção deste órgão em modelos de sepse experimental (22, 23). 
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Como efeito, o pulmão inflamado continua a atrair leucócitos, que podem exacerbar ainda 

mais a resposta inflamatória. 

 

1.3.1. Imunossupressão causada pelo evento séptico 

 É bem demonstrado na literatura que durante a sepse também ocorre uma importante 

resposta antiinflamatória e que essa parece contribuir para o desenvolvimento da disfunção de 

múltiplos órgãos subseqüente à sepse (11, 44). Tanto a resposta pró-inflamatória quanto a 

antiinflamatória ocorrem em momento iniciais da sepse; no entanto, nos eventos iniciais a 

resposta pró-inflamatória é a predominante, enquanto que em tempos mais tardios a resposta 

antiinflamatória é a que predomina (8). Quando o paciente falece na fase inicial da síndrome, 

o falecimento costuma ser causado por uma disfunção devido ao excesso de mediadores pró-

inflamatórios enquanto que em momentos mais tardios as mortes se dão por uma ineficiência 

no controle de infecções secundárias (figura 1.2) (8). A resposta antiinflamatória que ocorre 

na sepse também é considerada uma síndrome e a esta se dá o nome de Síndrome da Resposta 

Antiinflamatória Compensatória (CARS; compensatory anti-inflammatory response 

syndrome). A maior parte das terapias experimentais realizadas até o momento tentou atenuar 

a resposta inflamatória inicial, ignorando e, possivelmente, exacerbando o desenvolvimento 

progressivo da imunossupressão (11, 45, 46). Embora essas estratégias de intervenção tenham 

demonstrado modestos benefícios em grupos específicos de pacientes, a maioria das mortes 

ocorre em pacientes com sepse que estão imunossuprimidos (45, 46).   

 Dentre os fatores que contribuem para a CARS estão o aumento da apoptose, a 

liberação de citocinas antiinflamatórias e a imunoparalisia. Sabe-se que durante a fase aguda 

da sepse os linfócitos sofrem apoptose, sendo esse fato observado tanto na clínica (47, 48), 

quanto em modelos experimentais (49, 50). Este mecanismo contribui com a patogenia da 

doença e o faz por dois motivos: (i) apoptose das células do sistema imunológico inato e 

adaptativo que ajudariam a combater o patógeno (51); (ii) a retirada das células apoptóticas 

por fagócitos induz nestes um fenótipo antiinflamatório (52), além de os próprios linfócitos 

em apoptose produzirem fatores antiinflamatórios, tais como o fator de transformação do 

crescimento (TGF)-β (53). Estudos indicam que a prevenção da apoptose induzida pela sepse 

diminui a imunossupressão durante essa síndrome (51). Outros eventos igualmente 

importantes para o desenvolvimento da CARS são: a diminuição da expressão do complexo 

de histocompatibilidade principal (MHC, do inglês major histocompatibility complex) classe 

II por monócitos e macrófagos do sangue; a liberação de mediadores, como por exemplo a IL-
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10 e o TGF-β, com atividade antiinflamatória e a liberação de citocinas pró-inflamatórias por 

linfócitos (46); e a reprogramação celular que acompanha pacientes e animais com sepse 

grave (54).  

 

 

Figura 1.2. Fases da sepse. Adaptada de Hotchkiss, 2009. 

 

O fenômeno antiinflamatório pode ocorrer após, ou concomitante, à fase hiper-

inflamatória. Nesta fase são produzidos mediadores antiinflamatórios, tais como IL-4, IL-10, 

receptores solúveis de TNF e antagonistas de receptores de IL-1 (55). Ademais ocorre a 

liberação da IL-6, que facilita a liberação dos fatores antiinflamatórios descritos acima (56, 

57). Nesse contexto também é dada uma grande importância à IL-10, já que essa é capaz de 

desativar monócitos (58) e macrófagos (59). Durante a sepse, essas células acabam 

diminuindo a produção de espécies reativas do oxigênio (60). A incapacidade de ativação 

observada nos monócitos e macrófagos também ocorre em outros leucócitos. Neutrófilos de 

pacientes com sepse grave apresentam uma menor capacidade fagocítica (61) e microbicida 

(62), assim como uma menor capacidade quimiotática (63). Esta se dá devido a uma menor 

expressão do receptor de quimiocina CXCR2 (64, 65). Em modelos experimentais de sepse 

foi observado que os linfócitos T αβ e γδ também se encontram comprometidos durante a 

sepse. Enquanto os linfócitos T αβ apresentam dificuldade em se comprometerem com a 

linhagem T auxiliar (Th)1, dando preferência a citocinas da linhagem Th2 (66); os linfócitos 

T γδ diminuem a atividade citotóxica (67), e ambos entram rapidamente em apoptose (47-49, 

68, 69). 
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Está ficando cada vez mais evidente que a fase antiinflamatória da sepse pode durar 

além do período da sepse. Mesmo aparentando saudáveis e de volta à rotina habitual, 

pacientes que passaram por um quadro de sepse grave tem, durante 5 anos, um risco de morte 

aumentado em relação à população que nunca passou pelo quadro (70). A imunossupressão 

após a sepse grave é menos estudada que a resposta antiinflamatória que ocorre durante a 

sepse, no entanto, é responsável por uma elevada mortalidade, onde apenas 20% dos 

indivíduos que sobreviveram à sepse permanecem vivos em um período de 8 anos (70). Nesse 

contexto, as infecções pulmonares são as que mais acometem esses pacientes (71, 72). 

A imunossupressão que se mantém após evento séptico foi reproduzida recentemente 

em um modelo animal (31). Nesse modelo, a sepse foi induzida por ligação e perfuração do 

ceco, um dos modelos experimentais de sepse mais bem aceitos por mimetizar as principais 

mudanças fisiológicas da sepse em humanos (73, 74). Assim como na clínica, neste modelo 

experimental os animais permanecem muito mais susceptíveis a infecções quando 

comparados aos animais controle, mesmo após já estarem curados da sepse (31, 75). Embora 

se saiba muito pouco a cerca da imunossupressão que permanece após a sepse, estudos foram 

realizados visando entender a participação de alguns leucócitos nesse fenômeno. Células 

dendríticas (DC) (28, 31, 76) e linfócitos T auxiliares são incapazes de produzir citocinas do 

tipo Th1 de maneira adequada devido a modificações epigenéticas (77). Pela mesma razão, os 

linfócitos T auxiliares também tem dificuldades de proliferar e não conseguem se 

comprometer de maneira adequada com a linhagem Th2 (77). A outra população celular 

estudada nessas condições foram os linfócitos T regularórios (Treg) (78). Novamente, devido 

a modificações epigenéticas, há um aumento no número e na atividade de linfócitos T 

regulatórios durante a imunossupressão pós-sepse grave. Estas, por sua vez, inibem 

populações celulares importantes como os linfócitos T citotóxicos (78). O conhecimento 

sobre os motivos e consequências da imunossupressão pós-sepse grave é limitado, porém 

crescente. Dentre as populações celulares ainda não estudadas nessas circunstancias estão os 

linfócitos T γδ. 

 

1.4. Biologia dos linfócitos T γδ 

 Desde o ano de 1984, quando Saito e colaboradores estudaram a genética dos 

receptores de células T (TCR) e descobriram a existência de três subunidades para esse 

receptor os linfócitos T puderam ser também classificados de acordo com seu TCR 

(posteriormente a existência da quarta subunidade foi descrita) (79, 80). O receptor de células 
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T é constituído de duas cadeias, uma α (alfa) e outra β (beta) ou uma γ (gama) e outra δ 

(delta). Os linfócitos T expressam o heterodímero αβ (linfócitos T αβ) ou o γδ (linfócitos T 

γδ), não sendo encontrados linfócitos que possuam os dois tipos do receptor. Apesar de os 

linfócitos T γδ representarem apenas 1 a 5% dos linfócitos T presentes nos linfonodos e 

sangue periférico (81), estas células são encontradas em, relativamente, grandes quantidades 

em tecidos, tais como no trato respiratório, pele, intestino e nas genitais (82). Esta distribuição 

tecidual favorece o contato destes linfócitos com antígenos, e devido a esta característica, 

Allison e Havran propuseram que estas células desempenham um papel importante na 

primeira linha de defesa contra patógenos (83). Esta teoria é fortalecida pelo fato dos 

linfócitos T γδ terem a capacidade de responder de forma independente da apresentação de 

antígenos via MHC (84-86) e de apresentarem uma resposta mais rápida a infecções virais e 

bacterianas (87, 88). 

 Durante o seu desenvolvimento, os linfócitos T sofrem um rearranjo gênico que 

permite a essas células formarem diferentes TCRs. O receptor αβ de célula T sofre um 

rearranjo gênico que lhe permite ter grande especificidade, ligando-se mais restritamente a um 

determinado complexo MHC-peptídeo. O TCR γδ não tem tal característica, pois este receptor 

apresenta uma menor especificidade a complexos MHC-peptídeo e existe em menor 

diversidade no organismo (89, 90). Além de os linfócitos T γδ reconhecerem antígenos pelo 

método clássico dos linfócitos T (através da apresentação de antígeno pelo MHC), estes 

reconhecem também antígenos independente da apresentação (de uma modo semelhante às 

imunoglobulinas), ou através das moléculas de apresentação MIC-A (gene A relacionado à 

cadeia do MHC de classe I. Do inglês, MHC class I chain-related gene A) e MIC-B (gene B 

relacionado à cadeia do MHC de classe I. Do inglês, MHC class I chain-related gene B) e 

através do CD1 (90). Além de antígenos de natureza protéica, tais como os reconhecidos por 

linfócitos T αβ, os linfócitos T γδ podem reconhecer antígenos de diversas naturezas, como 

peptídeos, aminas, pirofosfatos e fosfolipídios (91). Acredita-se que a capacidade do receptor 

γδ de reconhecer antígenos de diferentes naturezas está relacionada à sua homologia com as 

imunoglobulinas dos linfócitos B (92). Embora apareça em menor variedade que o TCR αβ, o 

TCR γδ apresenta grande variedade em um mesmo indivíduo. 

 Existem diversos subtipos de cadeias γ e de cadeias δ, e os linfócitos T γδ podem ser 

classificados de acordo com os genes que utilizam para formar a cadeia γ e a cadeia δ do TCR 

que expressam. Esta junção parece não ser aleatória, já que nos TCR estudados até o 

momento parece haver uma preferência de ligação de algumas das cadeias γ com algumas das 

cadeias δ (92, 93). Além de influenciar na função dessas células, a escolha das cadeias γ e δ 
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pode influenciar também a localização destes linfócitos (92, 93). Dentre os subtipos mais bem 

estudados de linfócitos T γδ estão os linfócitos T Vγ4/δ (Vγ4), os linfócitos T γ/Vδ4 (Vδ4) e 

os linfócitos T γ/Vδ6.3 (Vδ6.3), nos quais V significa a região variável da cadeia γ ou δ no 

rearranjo V(D)J (94, 95). Existem três diferentes sistemas de nomenclaturas para as cadeias de 

TCR murinas, a nomenclatura de Heilig e Tonegawa (96), a de Garman (97) e a da WHO-

IUIS (98). Neste trabalho utilizamos a nomenclatura de Heilig e Tonegawa.  

 

  

 

Figura 1.3. Desenvolvimento embrionário dos subtipos de linfócitos T γδ. Figura adaptada de 

Carding & Egan, 2002.  

 

 A localização, assim como o desenvolvimento, de alguns subtipos de linfócitos T γδ 

pode ser observada na figura 1.3. Os linfócitos T Vγ4 são encontrados preferencialmente no 

pulmão e em órgãos linfóides (93). Estas células podem produzir grandes quantidades de IFN-

γ, além de exercerem efeito citotóxico sobre linfócitos Th2 (99, 100) e promoverem a 
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maturação de linfócitos T CD8 (101). Em alguns modelos de inflamação já foi observado que 

o principal produtor de IL-17, dentre os linfócitos T γδ, é o subtipo que porta a cadeia Vγ4 

(86, 102). Na literatura encontramos a cadeia Vδ6.3 formando o TCR com a cadeia Vγ1, no 

entanto essa junção é um dos possíveis arranjos da cadeia Vγ1 (92). Essa cadeia pode se 

juntar com outras cadeias δ e exercer funções diferentes (103). Os linfócitos T Vγ1/Vδ6.3 são 

encontrados preferencialmente no fígado e no baço e, quando são estimulados de modo não 

específico, liberam IL-4 (104). Um fato curioso é que essa população celular é capaz de 

produzir IL-4 e IFN-γ simultaneamente (104). Os linfócitos T Vδ4 são encontrados 

principalmente no intestino e são considerados linfócitos intra-epiteliais (95). A cadeia Vδ4 é 

comumente associada à Vγ1 (95) e pode também estar associada à Vγ4 (102, 105). Embora a 

informação sobre os linfócitos T Vδ4 seja limitada, já foi descrito que os linfócitos T Vγ4 IL-

17+ podem expressar a cadeia Vδ4 (102).  

 Trabalhos publicados recentemente tem feito a correlação entre a seleção positiva e 

negativa no timo e a secreção de IL-4, IFN-γ ou IL-17 por linfócitos T γδ. Nesses trabalhos, 

foi demonstrado que quando linfócitos T γδ não encontram antígenos no timo, ao invés de 

entrarem em apoptose como ocorre com os linfócitos T αβ, se tornam produtores de IL-17 

(106-109). De modo similar, os linfócitos T γδ que se ligam com muita avidez na seleção 

tímica também não entram em apoptose, esses por sua vez secretam IL-4 (107, 110). Por sua 

vez os linfócitos T γδ que se ligam com força moderada aos antígenos no timo produziriam 

principalmente IFN-γ (106-108). 

 É crescente a quantidade de dados demonstrando a importância dos linfócitos T γδ em 

diversos processos inflamatórios (39, 40, 102, 111-113) durante os quais estas células podem 

migrar ao sítio de inflamação ou ainda proliferar localmente (114). Os linfócitos T γδ também 

são importantes produtores de citocinas, sendo, por exemplo, os principais produtores de IL-

17 em alguns modelos inflamatórios (39, 40, 115-117). Os linfócitos T γδ apresentam papel 

indispensável no desenvolvimento e controle de diferentes processos inflamatórios associados 

à infecção; a infecção virais (118), bacterianas (39, 40, 119, 120), fúngicas (117, 121) ou 

ainda, durante respostas alérgicas (113, 122).  

 

1.4.1. Linfócitos T γδ no pulmão e na sepse 

 Apesar de representar uma pequena proporção da população de linfócitos T, os 

linfócitos T γδ tem uma grande importância na homeostasia e no combate a infecções. A 
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ausência de linfócitos T γδ faz com que infecções pulmonares induzidas por Mycobacterium 

tuberculosis, Nocardia asteróides, Cryptococcus neoformans, Streptococcus pneumoniae, 

Klebsiella pneumonia, vírus vaccínia entre outros patógenos se desenvolvam mais e mais 

rápido (117, 123-128). Em adição, em algumas destas infecções, a ausência de linfócitos T γδ 

aumenta a mortalidade de camundongos, conforme observado em animais knockout (KO) 

para estas células (127-129). No curso dessas infecções já foi observado que os números de 

linfócitos T γδ aumentam rapidamente e podem ter tanto um papel pró-inflamatório quando 

um papel antiinflamatório (117, 118, 123, 124, 130). Entre outros fatores que influenciam 

nesse fenômeno está a natureza do patógeno. No entanto é interessante notar que Hirsh e 

colaboradores observaram que, durante um modelo de sepse branda, os linfócitos T γδ do 

pulmão sofrem uma supressão funcional (67). 

 Embora pouco estudados na sepse, alguns trabalhos abordam os linfócitos T γδ 

durante a fase aguda da sepse. A contribuição dessas células para a sobrevida de animais com 

sepse parece unanime, no entanto, ambígua. Em modelos de sepse grave foi associado a estas 

células um papel prejudicial (39, 40): os animais KO para os linfócitos T γδ apresentam uma 

maior taxa de sobrevida quando comparados a animais selvagens (39). Em contra ponto, em 

modelos de sepse branda os linfócitos T γδ contribuem para a sobrevida dos animais (119, 

120). Outros trabalhos já observaram a importância desta célula na produção de citocinas 

durante a sepse. Em modelos experimentais, durante os momentos iniciais da sepse, os 

linfócitos T γδ são a principal fonte de IL-17 (39, 40). Estas células também são capazes de 

produzir IL-10, IFN-γ e TNF (67), assim como de regular a produção de IL-6, IL-12 e TNF 

por outras células (119, 120). Contudo, a regulação de citocinas como a IL-6 também parece 

depender do modelo e gravidade da sepse, já que essa pode se encontrar aumentada (120) ou 

diminuída (119) no plasma de camundongos γδ KO. No sangue de pacientes sépticos, foi 

observada uma redução tanto nos números dos linfócitos T γδ quando dos linfócitos T αβ (68, 

69), entretanto, a avaliação por um período de duas semanas revelou que enquanto os 

linfócitos T γδ se encontravam ativados no sangue destes pacientes, os linfócitos T αβ 

aparentemente não estavam ativados (68).  

 Os estudos desenvolvidos até o momento que abordam os linfócitos T γδ na sepse 

tiveram como foco a fase aguda da doença, mas não existem relatos sobre a fase de 

imunossupressão que acomete sobreviventes da sepse. Além disto, não existem relatos sobre 

os subtipos de linfócitos T γδ em ambas as fases da sepse.  
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2. Objetivos 

 

 Neste trabalho tivemos como objetivo estudar os linfócitos T γδ (incluindo os seus 

subtipos Vγ4, Vδ4 e Vδ6.3) e os linfócitos T αβ no pulmão durante a fase aguda e durante a 

imunossupressão pós-sepse grave. Para tal pretendemos: 

° Caracterizar a cinética de acúmulo de linfócitos T γδ e αβ no tecido pulmonar de 

camundongos durante a sepse grave e durante a imunossupressão pós-sepse; 

° Caracterizar os linfócitos T γδ e αβ em um órgão linfóide secundário (baço) durante e 

após a sepse grave; 

° Avaliar a ativação dos linfócitos T γδ e αβ através da expressão das moléculas CD25 e 

c-Fos no pulmão e no baço durante e após a sepse grave; 

° Avaliar a capacidade migratória dos linfócitos T γδ e αβ na fase de imunossupressão 

pós-sepse grave através de experimentos de transferência adotiva; 

° Caracterizar a produção de citocinas pelos linfócitos T γδ e αβ do pulmão durante a 

fase de imunossupressão. 
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3. Material e métodos 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 de ambos os sexos, pesando entre 20 e 24 g 

com aproximadamente 7 semanas de vida, fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de 

Laboratório (CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em isoladores 

ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, Insight, Brasil) no biotério do Laboratório de 

Farmacologia Aplicada até o momento do uso, com livre acesso a água e ração, sendo 

submetidos a um ciclo de 12 horas de claro/escuro. Os animais foram tratados com vermífugo 

(Mebendazol, 20 mg/l de água) durante 3 dias, e utilizados somente um mês após este 

tratamento. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas da Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz (CEUA, FIOCRUZ), protocolo L-

0004/08. 

 

3.2 Anticorpos e reagentes 

Os seguintes reagentes foram utilizados: Isoton (Coulter, EUA); Giemsa, May 

Grünwald (Merck, Alemanha); ácido etileno diamino-tetra acético (EDTA), solução 

antibiótica antimicótica, dihidro-clorido ortofenilenodiamina (OPD), salina tamponada com 

fosfato (PBS), tampão fosfato-citrato com perborato de sódio (tampão perborato), 

paraformoldeído, fucoidina, azida sódica, Histopaque 1083, RPMI 1640, saponina, tween 20, 

tampão de lise de hemácias, (Sigma Chemical Company, EUA); anticorpos monoclonais 

purificados e biotinilados anti-CCL2, anti-IL-1β e respectivas citocinas recombinantes (R&D 

Systems®, EUA); anticorpos monoclonais purificados e biotinilados anti-IL-23 e citocinas 

recombinantes (eBiosciences, EUA) IgG de hamster anti-CD3 murina purificada e conjugada 

com biotina, isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) e clorofila peridina 

(PerCP), IgG de hamster conjugada com PE e FITC anti-TCRγδ murina, IgG de hamster 

conjugada com FITC anti-TCR Vγ2, IgG de hamster conjugada com FITC anti-TCR Vδ4, 

IgG de hamster conjugada com PE anti-TCR Vδ6.3/2, IgG de coelho conjugada com PE e 

biotina anti-TCRβ, IgG de rato conjugada com FITC e PE anti-CD25, IgG de rato conjugada 

com PE anti-IL4, IgG de rato conjugada com PE anti-IL10, IgG de rato conjugada com PE 

anti-IL12, IgG de rato conjugada com PE anti-IL17, IgG de rato conjugada com PE anti-IFNγ, 

IgG de rato conjugada com PE anti-TNF, IgG de coelho purificada anti-c-Fos, estreptoavidina 

conjugada a PerCP e Anexina V FITC (BD Pharmingen, EUA); succinimidil éster diacetato 
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de carboxifluoresceína (do inglês, Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, CFDA-

SE; Molecular Probes, EUA); colagenase do tipo IV e Brefeldina A (Invitrogen, EUA); IgG 

de rato conjugada a FITC, PE e PerCP (Santa Cruz, EUA); salina fisiológica estéril 0,9% 

(Fundação Ataulpho de Paiva, RJ); Soro fetal bovino I (SFB) (Hyclone, EUA); Cetamina 

(Vetanarcol®, König, Argentina) e Xilazina (Anasedan®, Vetbrands, EUA). 

 

3.3 Indução de sepse grave 

A sepse grave foi induzida através de uma cirurgia de ligação e perfuração do ceco (CLP) 

(descrita em Baker et al., 1983 e adaptada por Benjamim et al., 2003). Resumidamente, os 

animais foram previamente anestesiados com cetamina (112,5 mg/kg) e xilazina (7,5 mg/kg) 

por via intraperitoneal (i.p.). Foi feita uma incisão de 0,5 - 1 cm no abdômen, o ceco foi 

exposto e ligado (através de um nó com linha de algodão glacê) abaixo da válvula íleo-cecal 

sem obstrução total. Após a ligadura, o ceco foi perfurado 9 vezes com agulha 21 gauges e 

reintroduzido na cavidade abdominal. A incisão foi suturada com fio de poliamida 4-0 

(Brasuture, Brasil) com auxílio de um porta-agulhas cirúrgico. Como controle negativo, os 

animais (denominados sham) foram submetidos à cirurgia, porém sem ligação e perfuração do 

ceco. Imediatamente após as cirurgias, todos os animais receberam 1 ml de solução salina 

estéril via subcutânea e uma gota da mesma em cada olho. Posteriormente, os animais foram 

tratados com o antibiótico ertapeném na dose de 75 mg/kg (Invanz®, Merck, Alemanha) 

diluído em 0,2 ml de solução salina/animal e administrado via i.p. com o auxílio de uma 

seringa de 1 ml e uma agulha de 27,5 gauges. A administração foi feita 6, 24 e 48 horas após a 

cirurgia. Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2. 

 

3.4 Obtenção das células do tecido pulmonar 

Para isolar as células do tecido pulmonar, após a eutanásia (1, 3 e 10 dias após a cirurgia), 

o pulmão foi removido e cortado em pequenos pedaços sobre os quais foi adicionado uma 

solução de RPMI 1640 contendo 250 UI/ml de colagenase tipo IV (Invitrogen, EUA). O 

pulmão foi submetido a duas incubações de 20 minutos a 37°C sob leve agitação e, entre 

essas, foi feita uma homogeneização do macerado com ajuda de uma seringa de 5 ml e agulha 

de 14 gauges. O tecido digerido pela colagenase do tipo IV foi filtrado com ajuda de uma rede 

de voil autoclavada (trama 4.0) e a suspensão celular foi centrifugada a 400 g por 10 minutos. 

O pellet foi ressuspendido em 2 ml de PBS contendo EDTA (10 mM; PBS-EDTA). As 

suspensões celulares foram mantidas a 4°C. Foi feito um gradiente de concentração com 
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histopaque 1083 (3 ml) para separação de células mononucleares (em 2 ml da suspensão 

celular) e centrifugados a 400 g por 30 minutos com aceleração e desaceleração mínimas. A 

banda de células mononucleares foi recolhida dos tubos e as células foram contadas no 

contador automático de partículas (Z2 coulter, Beckman Coulter, EUA) em isoton (Coulter 

Isoton II Diluent, Beackman Coulter, EUA) conforme explicado no manual do aparelho. As 

células foram ressuspensas para a concentração adequada para ensaios de citometria de fluxo 

e ensaios in vitro. 

 

3.5 Obtenção das células do baço 

Os baços dos animais eutanasiados 1, 3 e 10 dias após a cirurgia foram retirados e 

macerados em PBS-EDTA, em meio asséptico. Para separar as partes de tecido não 

dissociadas das células em suspensão, o macerado foi centrifugado a 25 g por 1 minuto. O 

sobrenadante foi centrifugado a 400 g por 10 minutos. Para a separação das células 

mononucleares foi feito um gradiente de histopaque 1083 (2 ml da suspensão de células 

pipetados cuidadosamente sobre 3ml de histopaque 1083) e foi feita uma centrifugação a 400 

g por 30 minutos com aceleração e desaceleração mínimas. As células mononucleares foram 

recolhidas e após nova centrifugação (400 g por 30 minutos), o pellet foi ressuspendido em 

PBS ou RPMI 1640 para concentração adequada de células para os ensaios posteriores. 

 

3.6 Obtenção das células do sangue periférico 

Dez dias após a cirurgia (CLP ou sham), o sangue dos animais foi coletado após eutanásia 

através da veia cava inferior com auxílio de uma seringa heparinizada. O sangue coletado foi 

armazenado em um tubo contendo 100 UI de heparina. A contagem do número total de 

leucócitos foi feita no contador automático de partículas (Z2 coulter, Beckman Coulter, EUA) 

diluindo-os em isoton (Coulter Isoton II Diluent, Beackman Coulter, EUA). O volume do 

sangue recolhido foi diluído em uma solução PBS-EDTA até o volume de 2 ml. Para separar 

as células mononucleares das demais células sanguíneas foi feito um gradiente de densidade 

contendo 3 ml de Histopaque 1083 e 2 ml da amostra (400 g por 30 minutos com aceleração e 

desaceleração mínimas). A banda de leucócitos foi coletada, transferida para outro tubo 

contendo PBS-EDTA e lavados (a 400 g por 10 minutos). O pellet foi ressuspendido em um 

volume adequado para a marcação com anticorpos para análise por citometria de fluxo. 
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3.7 Extração de proteínas do tecido pulmonar 

A extração de proteínas do tecido pulmonar foi realizada com o propósito de se obter as 

citocinas e quimiocinas presentes neste órgão na forma solúvel. Para isso, 10 dias após a 

cirurgia (CLP ou sham) foi realizada a eutanásia dos animais, os pulmões foram retirados e 

mantidos no gelo até a retirada de todos os órgãos de interesse dos animais. Foram 

adicionados 2 ml de PBS/tampão de lise celular (Sigma Aldrich, EUA) com coquetel de 

inibidores de protease (1µl/ml, Sigma Chemical Company, EUA) nos pulmões e estes foram 

macerados com auxílio de um potter e pistilo acoplados a um rotor automático. Os pulmões 

macerados permaneceram no gelo por 30 minutos e em seguida foram centrifugados a 8400 g 

por 30 minutos a 4°C. Após esse processo, o sobrenadante foi retirado e foram adicionados 

mais 2 ml da solução de PBS com inibidor de protease. 

 

3.8 Pleurisia induzida por LPS 

O desafio foi realizado através de uma injeção intra-pleural (i.pl.) contendo 250 ng de LPS 

em 100 µl de solução salina estéril. Os animais controle receberam o mesmo volume do 

veículo. A injeção foi realizada com auxílio de uma agulha (27,5 gauges) adaptada para que 

apenas o trecho do bisel perfurasse a região intercostal do animal. Após 6 horas do estímulo 

foi realizada a transferência adotiva e 24 horas após o estímulo os animais foram eutanasiados 

em câmara de CO2. 

Para a avaliação da pleurisia induzida por LPS, os animais tiveram suas cavidades pleurais 

expostas e lavadas com 500 µl com PBS-EDTA. A cavidade pleural dos animais foi lavada 

com auxílio de uma pipeta automática. Os lavados pleurais foram recolhidos em tubos de 

polipropileno com fundo cônico (Eppendorf, Alemanha) e centrifugados a 400 g durante 10 

minutos. A contagem do número de leucócitos totais foi feita em câmara de Neubauer e a 

contagem diferencial de células mononucleares, neutrófilos e eosinófilos foi realizada em 

esfregaços (1 x 105 células, 38 g, 5 minutos) através da coloração pelo método de May-

Grünwald-Giemsa. Foram contadas 200 células com o auxílio de microscópio óptico sob lente 

objetiva de imersão com aumento de 100x. Durante todo este processo os lavados e as 

suspensões celulares foram mantidas a 4°C. 

 

3.9 Transferência adotiva 

Esplenócitos obtidos de animais naives ou animais que haviam sido submetidos há 10 dias 

à cirurgia (CLP ou sham) foram marcados com CFDA-SE (Invitrogen, EUA) na concentração 
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de 1 µM com 8 × 106 células/ml de RPMI 1640. As células mononucleares esplênicas foram 

incubadas sob agitação suave por 15 minutos à temperatura ambiente e logo em seguida 

foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido e o processo de 

centrifugação foi repetido mais duas vezes para a completa retirada do CFDA-SE (ao entrar 

na célula é quebrado em CFSE, composto que emite fluorescência entre 492-517 nm e não é 

lipossolúvel). A contagem total dos leucócitos foi realizada e as células foram injetadas no 

animal receptor (4 x 107 células por animal em 200 µl de solução salina estéril) por injeção 

intra-venosa (i.v.). As células dos animais doadores naives foram injetadas nos tempos de 3 e 

8 dias após a cirurgia do animal receptor (CLP ou sham) e a migração foi analisada no 10° dia 

após a cirurgia do animal receptor. As células dos doadores submetidos à CLP ou sham foram 

retiradas 10 dias após a cirurgia destes e injetadas i.v. 6 horas após a injeção i.pl. nos animais 

receptores (pleurisia induzida por LPS). A migração para a cavidade pleural foi analisada 24 

horas após a injeção i.v.. As células marcadas com CFSE foram recolhidas para análise por 

citometria de fluxo. 

 

3.10 Estímulo in vitro de linfócitos T com anticorpo anti-CD3 para análise da 

produção de citocinas 

Antes da incubação das células 50 µl de uma solução de RPMI 1640 contendo 50 

µg/ml de anticorpo anti-CD3 purificado foram adicionados às placas de 96 poços. A solução 

permaneceu na placa de 96 poços por um período de 4 horas a 37°C. Foram retirados 40 µl de 

cada poço da placa e então adicionadas as células para a incubação. Os leucócitos 

mononucleares isolados do tecido pulmonar foram adicionados a uma placa de 96 poços de 

fundo chato (Nunc, Dinamarca), 2 x 106 células por poço, e incubados por 4 horas a 37°C com 

5% de CO2 sobre o estímulo. Como controle negativo o mesmo processo foi realizado 

utilizando somente RPMI 1640. Após a primeira hora de incubação, foi adicionado brefeldina 

A (10 µg/ml, Sigma Aldrich, EUA) à solução contendo as células. 

Após incubação, as células foram retiradas e analisadas em citometria de fluxo. Todo 

o processo foi realizado em ambiente estéril no fluxo laminar. 

 

3.11 Imunofenotipagem e análise da expressão de moléculas de superfície 

As células recolhidas do pulmão, do baço e do sangue periférico foram plaqueadas (1 x 

106
 
células/poço) em uma placa de 96 poços com fundo em “U” e centrifugadas por 3 minutos 

a 964 g. Os pellets foram ressuspendidos em 100 µl de uma solução de PBS contendo 0,1% de 
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azida sódica (PBS-Azida; PBS contendo 0,1% de azida sódica), 10% de soro de rato inativado 

e anti-CD16/anti-CD32 (FcBlock®, BD Pharmingen, EUA), e incubados por 30 minutos a 

4°C para o bloqueio dos sítios inespecíficos de ligação às imunoglobulinas. Após nova 

centrifugação, as células foram ressuspendidas em uma solução de PBS-Azida contendo os 

anticorpos primários necessários (30 minutos, 4°C). Quando utilizado os anticorpos 

biotinilados as células foram centrifugadas novamente e ressuspendidas em uma segunda 

solução contendo estreptoavidina conjugada com PerCP (30 minutos, 4°C). Como controle 

negativo da marcação específica foram utilizados isotipos de anticorpos IgG conjugados a 

FITC, PE, PerCP ou biotina sem especificidade às proteínas das células analisadas (Santa 

Cruz, EUA). A seguir, as células foram ressuspendidas em PBS-azida e transferidas para 

tubos de citometria de fluxo (Falcon, EUA). Pelo menos 105
 
células foram adquiridas no 

citômetro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson, EUA). A análise dos marcadores de 

superfície foi realizada utilizando o software Summit (Dako, EUA). Os dados foram coletados 

e expressos em uma escala log de intensidade de fluorescência e apresentados como 

histogramas. O percentual da subpopulação de linfócitos T γδ CD3+
 

e αβ CD3+
 

foi 

determinado em uma região física, de acordo com a granulosidade e tamanho da célula (figura 

4.1). Os números de linfócitos estão representados como número de células por ml (quando 

do sangue) ou por número total (quando do pulmão e do baço). Esses dados foram obtidos 

após a multiplicação do percentual da população estudada pelo número total de leucócitos. 

Ainda, os dados podem aparecer em percentagem de linfócitos positivos para CD25, anexina 

V e c-Fos, quando estes marcadores foram utilizados.  

 

3.12 Ensaio de citocina intracelular 

Células recolhidas do tecido pulmonar e do baço foram incubadas com brefeldina A (10 

µg/ml com 5x106 células/ml) diluída em RPMI 1640 por 4 horas a 37°C e 5% CO2. Em 

seguida, foi feita a imunofenotipagem com os anticorpos anti-TCRβ e anti-TCRγδ. As células 

foram fixadas em paraformaldeído 2% (20 minutos, 4°C), lavadas com PBS-azida contendo 

10% de soro fetal bovino (PBS-azida-SFB) e incubadas com PBS-azida-SFB contendo 0,1% 

de saponina para abertura de poros na membrana celular. Após a permeabilização, as células 

foram ressuspendidas em uma solução de anticorpos contra a citocina em análise. Após 

lavagem com PBS-azida-SFB as células foram ressuspendidas em PBS-azida e adquiridas por 

citometria de fluxo. A análise dos marcadores de superfície foi realizada utilizando o 

programa de computador Summit (Dako, EUA). Os dados foram coletados e expressos em 

uma escala log de intensidade de fluorescência e apresentados como histogramas. Para 
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determinar o percentual de linfócitos T αβ e γδ, foi delimitada uma região física e em seguida 

foi delimitada uma região de células TCRαβ+ e TCRγδ+. A percentagem de linfócitos 

positivos para as citocinas analisadas é feita dentro da região de linfócitos T αβ ou γδ. 

 

3.13 Ensaio imuno-enzimático (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 

Foram adicionados à placa de polipropileno de fundo chato com 96 poços (NUNC® 

modelo Maxisorp, EUA) anticorpos de captura diluídos em tampão de cobertura (8 µg/ml; BD 

Pharmingen, EUA). Após a incubação (18 horas a 4°C), os poços foram lavados com uma 

solução de tween 20 a 0,05% diluído em PBS (PBS Tween20). O bloqueio dos sítios 

inespecíficos foi feito com 200 µl de PBS – albumina de soro boniva (Bovine Serum 

Albumine, BSA; Sigma Chemical Company, EUA) 1% (1 hora, 20°C). Posteriormente, a 

placa foi lavada e incubada com 100 µl das amostras e da curva padrão indicada pelo 

fabricante (18 horas, 4°C). Após nova lavagem a placa foi incubada com 100 µl de anticorpos 

biotinilados diluídos em PBS BSA 1% (0,4 µg/ml; 1 hora, 20°C). A placa foi lavada e 

incubada (30 minutos, 20°C) com 50 µl de estreptoavidina (Sigma Chemical Company, 

EUA), seguida de 100 µl de tampão perborato adicionado de 0,5 mg/ml de OPD até a 

revelação. A reação foi bloqueada com 100 µl de solução H2SO4
 
2M e a leitura realizada por 

espectrofotometria a 490 nm. 

 

3.14 Análise estatística 

Os resultados apresentados em gráficos de barras com dois ou mais grupos foram 

avaliados estatisticamente pela análise de variância seguida pelo teste Student-Newman-Keuls 

ou T-Student. Foram considerados significativos valores com P≤0,05. 
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4. Resultados 

 

4.1 Estudo de subtipos de linfócitos T durante a sepse grave 

4.1.1 Cinética de acúmulo de linfócitos T γδ e αβ no pulmão e no baço após CLP 

Ao analisarmos o acúmulo de subtipos de linfócitos T no pulmão de animais submetidos à 

CLP, observamos um aumento no número de todos os subtipos estudados (linfócitos T αβ, T 

γδ e seus subtipos: Vγ4, Vδ4 e Vδ6.3) no tecido pulmonar de camundongos 24 horas após a 

cirurgia (figura 4.1). Nossos resultados mostram uma queda no número absoluto de linfócitos 

T do primeiro ao terceiro dia após CLP no pulmão (figura 4.1). Embora ambos os linfócitos T 

γδ e αβ tenham reduzido em número no 3º dia, esta queda ocorreu de maneira diferenciada 

nessas duas populações. Enquanto o número de linfócitos T αβ retornou a níveis basais no 3º 

dia, o número dos linfócitos T γδ continuaram elevados quando comparados ao grupo sham 

(figura 4.1B). A redução no número de células observada no 3º dia após a CLP também foi 

observada nos subtipos de linfócitos T γδ Vδ4 e Vδ6.3 (figuras 4.1E e F). No entanto, é 

interessante notar que não houve redução dos linfócitos T Vγ4; ao contrário, estas células 

aumentaram progressivamente até o 10º dia após CLP (figura 4.1D). Os números elevados de 

linfócitos T Vγ4 no 3º dia após CLP observados no pulmão podem estar associados ao fato de 

este subtipo de linfócitos T γδ ser residente do pulmão (131).  

O 10º dia após CLP foi analisado como um ponto da cinética em que não há mais 

infecção, no intuito de avaliar os possíveis efeitos secundários que esta pode ter causado. 

Nesse momento observamos que o número de linfócitos T permaneceu elevado no pulmão 

(figura 4.1). No 10º dia após CLP os números de linfócitos T αβ e γδ no pulmão se 

encontraram aumentados em aproximadamente 6 vezes quando comparados ao grupo sham. 

Esse aumento no 10º dia também foi observado para os subtipos Vγ4, Vδ4 e Vδ6.3. 

Foi feita também uma análise da cinética de acúmulo dos linfócitos T no baço. Nesse 

órgão observamos uma redução no número de linfócitos T γδ e αβ já no 1º dia após CLP. Essa 

redução se manteve no 3º dia, porém no 10º dia o número dessas células havia retornado a 

níveis basais (figura 4.2). Analisando os subtipos de linfócito T γδ, observamos que o Vγ4 

apresentou este mesmo padrão, porém os subtipos Vδ4 e Vδ6.3 acumularam a níveis acima 

dos basais no baço a partir do 3º dia após CLP (figura 4.2). No baço dos animais do grupo 

sham, observamos uma redução nos números de linfócitos T γδ e αβ no 1º dia após a cirurgia, 

no 3º dia esse número retornou aos níveis basais (dos animais naives). Embora isto não fosse 

esperado, trabalhos na literatura demonstram que somente a incisão abdominal estéril já é 
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capaz de alterar a resposta imunológica no pulmão (132), sangue, fígado e baço (133, 134). 

Os valores de animais naives estão representados nos gráficos como controle. No sangue de 

animais submetidos à CLP vemos que há um aumento no número de linfócitos T no 3º dia 

após a cirurgia, e que no 10° dia também retornou a níveis basais (dados não mostrados). 

Esses dados sugerem que os linfócitos T encontrados no pulmão poderiam estar migrando a 

partir de órgãos linfóides secundários através do sangue para o tecido inflamado.  

 

4.1.2 Análise de morte celular dos subtipos de linfócitos T no pulmão 3 dias após CLP 

É bem descrito na literatura que, durante a sepse, os leucócitos sofrem apoptose 

generalizada, o que contribui para o estado de imunoparalisia (51, 135, 136). A análise de 

anexina V por citometria de fluxo é capaz de revelar os linfócitos T que estão em processo de 

apoptose, apoptose tardia e necrose (137). De acordo, ao realizar esta análise nos linfócitos do 

tecido pulmonar, observamos um aumento na porcentagem de linfócitos T γδ, αβ e Vγ4 

anexina V+ 3 dias após CLP (figura 4.3). No 2º dia após CLP não foi observado aumento de 

células anexina V+ nas populações totais de linfócitos T γδ e αβ. No entanto, houve um 

aumento na quantidade de linfócitos T Vγ4 anexina V+  nesse tempo (sham: 13,8 ± 0,5 % e 

CLP: 17,1 ± 0,4 % de células anexina V+; p=0,004). Observamos também uma tendência de 

aumento no número absoluto dos subtipos de linfócitos T analisados no 3º dia após a CLP 

(linfócitos T γδ anexina V+: sham, 0,5 x 106 células. CLP, 1,2 x 106 células; linfócitos T Vγ4 

anexina V+: sham, 1,6 x 106 células. CLP, 2,9 x 106 células; linfócitos T αβ anexina V+: sham, 

5,5 x 106 células. CLP, 8,9 x 106 células). Desse modo é possível que a redução vista nos 

linfócitos T no 3º dia após CLP no pulmão se deva a um aumento na apoptose dessas células. 
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Figura 4.1. Acúmulo de linfócitos T αβ (B), γδ (C), Vγ4 (D), Vδ4 (E) e Vδ6.3 (F) no 
pulmão 1, 3 e 10 dias após CLP. Gráficos representativos de dois experimentos. A figura A 
mostra dotplots representativos do desenvolvimento dos gates e controle do isotipo de IgG 
para a obtenção dos dados neste experimento. Os resultados estão expressos como média ± 
E.P.M. de pelo menos 4 animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo 
CLP e o grupo sham do mesmo dia (P≤0,05) estão indicadas por (*).  
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Figura 4.2. Acúmulo de linfócitos T γδ (A), αβ (B), Vγ4 (C), Vδ4 (D) e Vδ6.3 (E) no baço 
1, 3 e 10 dias após CLP. Gráficos representativo de dois experimentos onde foram utilizados, 
no mínimo 4 animais por grupo. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de pelo 
menos 4 animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo CLP e o grupo 
sham do mesmo dia (P≤0,05) estão indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da 
marcação com o respectivo isotipo de IgG. 
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Figura 4.3. Porcentagem de linfócitos T anexina V+ dos subtipos γδ (A), Vγ4 (B) e αβ (C) 
obtidos do pulmão no 3º dia após a cirurgia (sham ou CLP) e dotplots representativos 
(D). As porcentagens das células anexina V+ foram feitas dentro do gate do subtipo de 
linfócitos T analisado. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de pelo menos 5 
animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo CLP e o grupo sham do 
mesmo dia (P≤0,05) estão indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da 
marcação com o respectivo isotipo de IgG. 
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4.1.3 Expressão de CD25 e c-Fos por linfócitos T durante a sepse 

O CD25 é a cadeia α do receptor da IL-2 (IL-2R) e o aumento na sua expressão está 

estritamente relacionada com a ativação de linfócitos T (138). Ao se ligar à IL-2, um sinal é 

gerado pelo IL-2R, este por sua vez, leva à proliferação celular (138). Tanto a proliferação 

aumentada quanto a proliferação precoce por linfócitos T γδ estão dentre os prováveis 

motivos pelos quais essas células não reduzem a níveis basais no pulmão no 3º dia após CLP. 

Analisando a cinética da expressão de CD25 pelos linfócitos T γδ e αβ do pulmão observamos 

uma ativação precoce dos linfócitos T γδ constatada por um aumento na porcentagem dessas 

células (e seus subtipos) expressando CD25, 3 dias após a CLP (figura 4.4A). De forma 

diferente, os linfócitos T αβ não apresentaram um aumento na porcentagem de células CD25+ 

3 dias após CLP (figura 4.4A e B). O aumento da expressão de CD25 por essas células foi 

observado somente no 10º dia após CLP, tempo em que observamos esse aumento em todos 

os subtipos analisados, com exceção do Vδ6.3.  

O fator de transcrição c-Fos é um potente ativador do gene Il2, responsável pela 

transcrição do mRNA que traduz IL-2, sendo importante para a proliferação (139, 140). 

Apesar de uma maior porcentagem de células CD25+, os linfócitos T γδ no pulmão de animais 

submetido há 3 dias à CLP apresentaram proporções iguais aos controle quanto à expressão 

de c-Fos (Figura 4.5). O mesmo foi observado para os linfócitos T Vγ4 (dados não 

mostrados). Sob as mesmas circunstâncias, no entanto, esses animais apresentaram menores 

proporções de linfócitos T αβ expressando c-Fos no pulmão (figura 4.5). Esses dados podem 

explicar o número reduzido de linfócitos T αβ no pulmão de animais no 3° dia após CLP, 

pois, apesar de apresentarem as mesmas taxas de morte celular que os linfócitos T γδ, os αβ 

parecem apresentar uma menor capacidade proliferativa, justificada pela menor expressão do 

fator regulador de IL-2, c-Fos, e de CD25. 

Ao estudarmos a expressão de CD25 nos linfócitos T do pulmão observamos 

características que podem ter sido adquiridas no pulmão, mas também em órgãos linfóides 

secundários, por células que migraram para o pulmão inflamado. Ao analisar o baço, 

observamos que os linfócitos T γδ (assim como seus subtipos analisados) também 

apresentaram uma ativação em tempos anteriores à observada para os linfócitos T αβ. Como 

podemos ver na figura 4.6, enquanto as porcentagens de linfócitos T γδ CD25+ já estão 

aumentadas no 1º dias pós-CLP, somente no 3º dia após a CLP ocorreu um aumento na 

porcentagem de linfócitos T αβ expressando CD25. A porcentagem de linfócitos T γδ 

expressando CD25 no baço permaneceu elevada no 10º dia quando comparada ao grupo 

sham, o que não foi visto para os linfócitos T αβ. 
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Figura 4.4. Porcentagem de linfócitos T γδ (A), αβ (B), Vγ4 (C), Vδ4 (D) e Vδ6.3 (E) 
CD25+ obtidos do pulmão 1, 3 e 10 dias após CLP e dotplots representativos do 3º dia. As 
porcentagens das células CD25+ nos dotplots estão dentro do gate do subtipo de linfócitos T 
analisado. Foram utilizados, no mínimo 6 animais por grupo no ensaio. Os resultados estão 
expressos como média ± E.P.M. de pelo menos 6 animais por grupo experimental. Diferenças 
estatísticas entre o grupo CLP e o grupo sham do mesmo dia (P≤0,05) estão indicadas por (*). 
Os gates foram estabelecidos a partir da marcação com o respectivo isotipo de IgG.
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Figura 4.5. Porcentagem de linfócitos T γδ e αβ, c-Fos+ no pulmão retirado no 3º dia 
após a cirurgia sham ou CLP (A). Os resultados em (A) estão expressos como média ± 
E.P.M. de pelo menos 3 animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo 
CLP e o grupo sham (P≤0,05) estão indicadas por (*). Em (B) os histogramas representativos 
demonstram os valores da média de intensidade de fluorescência (MIF). Os gates foram 
estabelecidos a partir da marcação com o respectivo isotipo de IgG. 
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Figura 4.6. Porcentagem de linfócitos T γδ (A), αβ (B), Vγ4 (C), Vδ4 (D) e Vδ6.3 (E) 
CD25+ obtidos do baço 1, 3 e 10 dias após CLP. As porcentagens das células CD25+ nos 
dotplots estão dentro do gate do subtipo de linfócitos T analisado. Foram utilizados, no 
mínimo 6 animais por grupo no ensaio. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. 
de pelo menos 6 animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo CLP e 
o grupo sham do mesmo dia (P≤0,05) estão indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a 
partir da marcação com o respectivo isotipo de IgG. 
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4.1.4 Produção de fatores quimiotáticos no pulmão de animais submetidos à CLP 

É possível que no curso da sepse os linfócitos T γδ estejam proliferando em tempos 

anteriores no baço e migrando para o pulmão. Benjamim e colaboradores (2003) observaram 

que no 7º dia após CLP (no mesmo modelo utilizado neste trabalho) o tecido pulmonar só 

apresentou níveis elevados de IL-13, em um total de 10 citocinas e quimiocinas investigadas. 

Contudo, no presente trabalho observamos que o tecido pulmonar de animais submetidos à 

CLP apresentou níveis elevados de CCL2 após 3 e 10 dias da cirurgia (figura 4.7, inset). Já foi 

demonstrado que esta quimiocina é um mediador quimiotático importante para linfócitos T γδ 

em diversas respostas inflamatórias (112, 141, 142). 

Em experimentos de transferência adotiva de esplenócitos de animais naive marcados por 

CSFE observamos que, de fato, linfócitos T γδ são capazes de migrar efetivamente para o 

pulmão de animais submetidos à CLP entre 3 e 10 dias após a cirurgia (figura 4.7A). Houve 

uma migração reduzida para o pulmão dos animais sham, nos quais as células transferidas 

tenderam a ficar no baço e no sangue até o 10º dia (figura 4.7).  
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Figura 4.7. Análise da migração de linfócitos T γδ de transferidos adotivamente para o 
pulmão de animais 10 dias após a cirurgia sham ou CLP. Os esplenócitos obtidos de 
animais naives foram marcados com CFSE e transferidos para animais submetidos à cirurgia 
sham ou CLP 3 após da cirurgia. Os animais receptores foram eutanasiados 10 dias após a 
cirurgia e foi recolhido pulmão (A), sangue (B) e baço (C) para quantificação de linfócitos T 
γδ através de citometria de fluxo. Como inset, no canto superiror direito estão os níveis de 
CCL2 presente nos pulmões de animais submetidos à cirurgia sham ou CLP 3 e 10 dias após a 
cirurgia. Na figura (D) estão dotplots representativos dos linfócitos T γδ CFSE+ no pulmão, 
sangue e baço. As porcentagens das células CFSE+ nos dotplots estão dentro do gate do 
subtipo de linfócitos T analisado. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de pelo 
menos 4 animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo CLP e o grupo 
sham (P≤0,05) estão indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da marcação 
com o respectivo isotipo de IgG. 
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4.2 Avaliação dos linfócitos T durante a fase de imunossupressão pós-sepse grave 

4.2.1 Capacidade migratória de linfócitos T αβ e γδ do baço para sítio de inflamação 

após sepse grave 

Na literatura são descritas disfunções em DC e linfócitos T CD4 que permanecem mesmo 

após a cura da sepse (28, 31, 76, 77). Analisamos, então, a capacidade migratória de linfócitos 

T do baço de animais que passaram por evento séptico a sítios inflamatórios. Esplenócitos 

CFSE+ obtidos de animais 10 dias após serem submetidos à cirurgia (sham ou CLP) foram 

injetados (i.v.) em animais que foram submetidos à pleurisia causada por injeção (i.pl.) com 

LPS 6 horas antes da transferência. Percebemos que, 24 horas após o estímulo com LPS, os 

linfócitos T γδ e os αβ de animais sham migram para o sítio de inflamação (figura 4.8). De 

modo interessante, os linfócitos T γδ não foram capazes de migrar para o tecido inflamado 

(figura 4.8). Também observamos uma drástica redução na migração dos linfócitos T αβ 

advindos de animais CLP ao sítio de inflamação, no entanto, apesar de muito reduzida, houve 

diferença significativa quando comparamos o grupo salina ao grupo LPS (figura 4.8). Esta 

diferença observada na migração dos linfócitos T αβ de animais CLP não pode ser 

considerada uma migração “adequada” já que estas tiveram uma menor migração ao estímulo 

de LPS que os linfócitos T αβ de animais sham à salina (P=0,002; figura 4.8B). 
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Figura 4.8. Transferência adotiva de linfócitos T γδ (A) e αβ (B) do baço de animais que 
submetidos à cirurgia (sham ou CLP) a 10 dias para a cavidade pleural de animais 
estimulados com LPS (i.pl). Após 10 dias da cirurgia os esplenócitos foram marcados com 
CFSE e transferidos para os animais receptores (i.v.) 6 horas após injeção (i.t.) de LPS (4 x 
107 células/animal). A migração foi analisada 24 horas após a injeção de LPS. Abaixo estão 
dotplots representativos dos linfócitos T γδ CFSE+ na cavidade pleural (C). Os resultados 
estão expressos como média ± E.P.M. de 5 animais por grupo experimental. Diferenças 
estatísticas entre o grupo CLP e o grupo sham (P≤0,05) estão indicadas por (*). Os gates 
foram estabelecidos a partir da marcação com o respectivo isotipo de IgG. 
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4.2.2 Análise da produção intracelular de citocinas de linfócitos T γδ e αβ 

Durante a imunossupressão após a sepse grave, os linfócitos T CD4 perdem a capacidade 

se comprometer adequadamente tanto com a linhagem Th1 quanto com a linhagem Th2 

devido a alterações epigenéticas (77). No experimento representado na figura 4.9 foram 

analisados os níveis basais da produção de IL-4, IL-10, IL-12, IFN-γ, TNF e IL-17 por 

linfócitos T γδ e αβ após estes aumentarem novamente em número no pulmão. Através de 

marcação intracelular e análise por citometria de fluxo, vemos que, dentre os linfócitos T γδ, 

houve uma menor porcentagem de células IL-10+ e IFN-γ+ e uma maior porcentagem de IL-

17+, mesmo na ausência de estímulo in vitro (figura 4.9A). De modo contrário, a porcentagem 

de linfócitos T αβ expressando as citocinas analisadas no pulmão 10 dias após CLP é igual à 

do controle (figura 4.9B). Houve um aumento na porcentagem de linfócitos T γδ do pulmão 

de animais sham produzindo IL-17 e uma diminuição de linfócitos T γδ produzindo IFN-γ, 

quando estimulados com anticorpo anti-CD3 (5 µg/ml). De modo interessante, observamos 

que esse estímulo não foi capaz de elevar ainda mais a porcentagem de linfócitos T γδ IL-17+ 

ou de diminuir a porcentagem de IFN-γ+ quando o ensaio foi realizado com as células dos 

animais CLP (inset da figura 4.9A). A IL-17 (IL-17A) tem, entre outras funções, a capacidade 

de atrair neutrófilos in vivo (143-145). É interessante notar que, de fato, no pulmão de animais 

CLP (10 dias após a cirurgia) observamos um acúmulo de neutrófilos, mesmo na ausência de 

estímulo secundário (sham: 0,6 + 0,5 x 106 células/pulmão; CLP: 8,6 + 1,4 x 106 

células/pulmão; P<0,002). Ainda, os linfócitos T γδ representam a maioria dos linfócitos T 

expressando IL-17 no 10º dias após a CLP no pulmão (figura 4.10A). A IL-23 e a IL-1β são 

citocinas capazes de induzir a produção de IL-17 por linfócitos T γδ, no entanto, as elevadas 

porcentagens de linfócitos T γδ IL-17+ no 10º dia após a CLP parecem não se dar pelo 

estímulo da IL-23 no pulmão, já que essa citocina se encontra em quantidade reduzida nessas 

circunstâncias (sham: 3.290,0 + 282,0 pg/pulmão; CLP: 2.474,0 + 224,0 pg/pulmão; 

P=0,047). Nestas circunstâncias observamos um aumento na quantidade de IL-1β no pulmão 

(sham: 205,0 + 58,7 pg/pulmão; CLP: 512,8 + 112,2 pg/pulmão; P=0,035), entretanto, a 

literatura mostra que essa citocinas só é capaz de estimular a produção de IL-17 em 

sinergismo com a IL-23 (86). Para melhor compreendermos os mecanismos da produção de 

IL-17 mais estudos deverão ser realizados. 
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Figura 4.9. Porcentagem de células IL-4+, IL-10+, IL-12+, IFN-γ+, TNF+ e IL-17+ dentre 
os linfócitos T γδ (A) e αβ (B) do pulmão de animais 10 dias após cirurgia (sham ou 
CLP). As células foram cultivadas por 4 horas com brefeldina A (10 µg/ml), submetidas a 
marcação intracelular e analisadas por citometria de fluxo. No inset da figura A as células 
estavam na presença ou ausência de anticorpo anti-CD3 (5 µg/ml). Os resultados estão 
expressos como média ± E.P.M. de 4 animais por grupo experimental. Diferenças estatísticas 
entre o grupo CLP e o grupo sham (P≤0,05) estão indicadas por (*). Os gates foram 
estabelecidos a partir da marcação com o respectivo isotipo de IgG. 
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Figura 4.10. Caracterização dos linfócitos T IL-17+ 10 dias após CLP (A). Células do 
pulmão de animais 10 dias após cirurgia (sham ou CLP) foram submetidas à marcação 
intracelular e analisadas por citometria de fluxo. Dotplots representativos das populações γδ e 
αβ dentro do gate de linfócitos T IL-17+ (B). As células foram cultivadas por 4 horas com 
brefeldina A (10 µg/ml). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 4 animais 
por grupo experimental. Diferenças estatísticas entre o grupo CLP e o grupo sham (P≤0,05) 
estão indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da marcação com o respectivo 

isotipo de IgG. 
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5. Discussão 

 

 Durante a sepse ocorre uma rápida e intensa produção de citocinas e quimiocinas no 

pulmão (23, 31) que, como consequência, leva a um acúmulo de leucócitos neste órgão (22, 

23, 29, 30, 43). De acordo com a literatura, neste trabalho observamos um grande aumento no 

número de linfócitos T γδ e αβ e de seus subtipos Vγ4, Vδ4 e Vδ6.3 no pulmão no 1º dia após 

a CLP. Este fenômeno também foi descrito por Hirsh e colaboradores em relação aos 

linfócitos T γδ (67). Em contraste, no 3º dia após a cirurgia, observamos uma redução a níveis 

basais no número de linfócitos T αβ no pulmão, o que parece se dar por um aumento na morte 

celular, fenômeno comum em linfócitos durante a sepse grave (47-50). Embora os linfócitos T 

γδ tenham proporções semelhantes de morte celular, é interessante notar que o número dessas 

células no pulmão permaneceu elevado, ocorrendo somente uma pequena redução, o que foi 

também observado para os subtipos Vδ4 e Vδ6.3, mas não para o Vγ4 que permaneceu em 

constante aumento até o 10º dia. Apesar de não sofrerem redução no pulmão no 3º dia, os 

linfócitos T Vγ4 também apresentaram um aumento na porcentagem de células mortas. É 

possível que haja um aumento na proliferação e/ou na migração destas células para o pulmão 

que compense a morte celular e faça com que seus números permaneçam elevados neste 

órgão. Ao observar a cinética do acúmulo de linfócitos T γδ no pulmão após a CLP, Hirsh e 

colaboradores (2004) também observam um aumento progressivo no número dessas células, 

no entanto, sem a redução que nós observamos no 3º dia. Possivelmente os autores não 

observaram redução nos números de linfócitos T no 3º dia devido a diferenças nos modelos 

experimentais, o que leva a diferentes níveis de gravidade da sepse. O modelo que os autores 

utilizaram é um modelo de sepse branda, que não foi capaz de induzir apoptose de linfócitos T 

γδ. Enquanto os autores fizeram uma única perfuração com agulha de 21 gauge, no nosso 

modelo são feitos 9 perfurações com o mesmo diâmetro de agulha. Como observamos um 

aumento semelhante na mortalidade celular tanto para os linfócitos T αβ quanto  para os γδ e 

Vγ4, nos coube avaliar outros possíveis motivos para as diferenças observadas entre estes 

subtipos no fenômeno descrito. 

 Ao ser ativado, o linfócito T aumenta a expressão de CD25 (cadeia α do receptor de 

IL-2; IL-2R) e produz IL-2 (138). Esta citocina tem função autócrina e se liga ao IL-2R que, 

por sua vez, envia um sinal de proliferação à célula (138). Durante esse processo, um dos 

fatores de transcrição recrutados é o c-Fos, que se liga ao promotor da Il-2 e aumenta a 

produção de IL-2 (139, 140). Ao analisarmos o pulmão de animais durante e após a sepse 
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grave, observamos que os linfócitos T γδ tem uma ativação precoce, quando comparados aos 

linfócitos T αβ, avaliada pela expressão de CD25. De modo interessante, notamos também 

que durante a sepse houve uma diminuição na proporção de linfócitos T αβ no pulmão 

expressando c-Fos, fenômeno que não ocorreu com os linfócitos T γδ. O fato dos linfócitos T 

αβ apresentarem um aumento na expressão de CD25 no 3º dia após CLP, mas não de c-Fos, 

pode estar ligado ao aumento de células Treg, tal como observado por Cavassani e 

colaboradores (2010) também no 3º dia após CLP no baço. Ainda, a análise da ativação (pela 

marcação de CD69) em linfócitos T γδ do sangue de pacientes com sepse revelou que estes 

linfócitos, mas não os αβ, estavam ativados durante a sepse (68), suportando essa hipótese. 

Esses dados sugerem que os linfócitos T γδ podem ter uma capacidade maior de proliferação 

que os linfócitos T αβ nessas circunstâncias. De acordo, foi observada uma incapacidade de 

proliferação dos linfócitos T (146) e linfócitos T CD4 (146, 147) 24 horas após a cirurgia de 

CLP. Carson e colaboradores observaram que os linfócitos T CD4 efetores permanecem 

incapazes de proliferar de maneira eficaz até 14 dias após CLP (77). Esses resultados sugerem 

que o motivo da redução do número de linfócitos T αβ no pulmão, não observada nos 

linfócitos T γδ, seja devido a diferenças na capacidade proliferativa destas células. 

 Ao analisarmos a cinética de acúmulo e a fenotipagem de linfócitos T no tecido 

pulmonar estamos provavelmente analisando células que proliferaram em órgãos linfóides 

secundários e migraram para o pulmão. No presente trabalho, observamos que logo no início 

da sepse ocorreu uma redução no número de linfócitos T γδ e αβ no baço, assim como nos dos 

subtipos de linfócitos T γδ, que retornam a níveis basais até o 10º dia. De acordo, Cavassani e 

colaboradores também observaram uma redução no número de esplenócitos durante a sepse 

que voltou a níveis basais após a síndrome (78). Observamos ainda um aumento na 

porcentagem de linfócitos T αβ expressando CD25 no 3º dia, que retorna a níveis basais uma 

vez passado o evento séptico. Fato este também observado ocorrer com os linfócitos T 

auxiliares (78). Em relação aos linfócitos T γδ, observamos que estas células (e seus subtipos) 

já apresentavam elevada expressão de CD25 no baço no primeiro dia após CLP, que perdurou 

até o 10º dia. A ativação dos linfócitos T γδ ou αβ ocorreu primeiro no baço, quando 

comparado ao pulmão. Este fato reforça a idéia de que estas células poderiam estar 

proliferando no baço e migrando para o pulmão. Em adição, na literatura existe um trabalho 

que descreve que os linfócitos T γδ são capazes de proliferar de forma independente de órgãos 

linfóides secundários (114), no entanto grande parte da literatura demonstra que o foco 

principal de proliferação destes linfócitos T γδ sejam os órgãos linfóides secundários (114, 

141, 148). Ao analisarmos a capacidade quimiotática do pulmão após CLP (por transferência 
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adotiva de esplenócitos CFSE+) observamos um influxo aumentado de linfócitos T γδ para o 

órgão. Essa capacidade quimiotática do pulmão de animais submetidos à CLP pode ser 

justificada pela constante produção de CCL2 neste órgão. A importância da CCL2 para a 

migração de linfócitos T γδ é bem descrita (112, 141), assim como sua liberação em 

momentos iniciais da resposta séptica (31, 149) e 15 dias após CLP (28). Mais estudos serão 

necessários para avaliar as consequências deste “comportamento” diferenciado dos linfócitos 

T γδ em relação aos linfócitos T αβ na fase aguda da sepse, no entanto, já foi observado que 

em modelos de sepse grave os linfócitos T γδ contribuem para a mortalidade dos animais na 

fase inicial da síndrome (39, 40).  Nesta fase, os linfócitos T γδ são as principais produtoras 

de IL-17 (39, 40), além de regularem a produção de outras citocinas pró-inflamatórias (119, 

120), o que pode contribuir para a chamada “tempestade de citocinas” e assim aumentar o 

índice de mortalidade. Considerando que o pulmão é um dos órgãos mais acometidos durante 

a sepse (20, 21), a redução dos linfócitos T γδ nos pulmões poderia contribuir para a melhoria 

da sobrevida nos pacientes. 

  No 10º dia após o início da sepse observamos no pulmão que houve um aumento no 

número de linfócitos T γδ, dos subtipos Vδ4, Vδ6.3 e Vγ4 e de linfócitos T αβ. É importante 

notar que, após a sepse grave, apesar do aumento no influxo celular, pode ocorrer uma 

reprogramação funcional nos leucócitos (28, 31, 76-78). Estas reprogramações ocorrem de 

modo que deixam o hospedeiro imunossuprimido e, consequentemente mais susceptível a 

infecções secundárias (28, 31, 75) e ao crescimento tumoral (78). Esse é um fenômeno 

posterior, e possivelmente uma continuação, à síndrome da resposta antiinflamatória 

compensatória (CARS) observada durante o evento séptico (8, 78), que se inicia nos primeiros 

dias da sepse (28, 150). Um estudo com camundongos em um período de 2 meses após a 

sepse demonstrou que a imunossupressão permanecia (76, 78). Em humanos já foi observado 

que, mesmo após 5 anos do evento séptico, os indivíduos que passaram por esse quadro 

apresentam um risco de morte aumentado devido a infecções secundárias (70). Uma vez que o 

pulmão é um dos órgãos mais acometidos durante a sepse e que para ocorrer uma resposta 

inflamatória eficiente neste órgão é necessária uma migração de linfócitos T a este; 

investigamos a capacidade de migração dos linfócitos T γδ e αβ do baço de animais que 

haviam passado por um evento séptico grave a um sítio inflamatório. Ao realizar estes 

experimentos observamos que tanto linfócitos T γδ quanto αβ estavam com capacidade 

migratória prejudicada no 10º dia após a CLP. De acordo, Carson e colaboradores 

demonstraram que linfócitos T auxiliares (CD4+) permanecem com funções alteradas após o 

evento séptico (77), caracterizadas pela dificuldade de proliferar e de se comprometer com 
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uma linhagem de linfócitos T auxiliares. Apesar de os linfócitos T γδ e αβ do baço não 

migrarem no 10º dia após CLP, observamos um aumento no número destas células no pulmão 

neste tempo. Existe a possibilidade de que os linfócitos T γδ e αβ estejam migrando para o 

pulmão em dias anteriores ao 10º, em um momento em que estas células ainda estejam 

capazes de migrar frente a um estímulo inflamatório como, por exemplo, a CCL2, cuja 

produção se encontra aumentada no pulmão no 3º e 10º dia. Deste modo, é possível que a 

incapacidade migratória dos linfócitos T γδ seria adquirida somente dias após a resolução da 

resposta inflamatória da sepse. Outra possibilidade é que os linfócitos T γδ e αβ de outros 

órgãos linfóides, tais como do linfonodo torácico, não apresentem este comprometimento 

(como as células do baço) e migrem para o tecido pulmonar. Entretanto, para investigar estas 

hipóteses, mais experimentos serão necessários.  

 Existem muitos trabalhos na literatura que abordam a regulação entre a resposta Th1 e 

a resposta Th2 (151, 152). Essa regulação é feita pelos fatores de transcrição T-Bet e GATA-

3, responsáveis por promoverem a resposta Th1 e Th2, respectivamente, e que inibem-se 

mutuamente (153). Há relativamente pouco tempo, um novo elemento foi adicionado ao 

paradigma Th1 versus Th2: a IL-17. Esta citocina (que em geral se refere ao membro IL-17A 

da família da IL-17) é uma citocina da família IL-17 regulada pelo fator de transcrição RORγt 

e está associada a um perfil celular denominado Th17 (154). A IL-17 está relacionada à 

migração in vivo de neutrófilos e foi demonstrado que esta citocina também tem uma grande 

importância no clearance de bactérias (143, 145). Em paralelo, já foi observado que os 

linfócitos T γδ apresentam tanto funções regulatórias quando pró-inflamatórias, que podem 

ser mediadas por citocinas (93, 155). Durante o evento séptico já foi demonstrado que estas 

células representam a principal fonte da citocina IL-17, no entanto, uma vez passado o evento 

séptico, essa produção já não é mais observada (39, 40). Em outros modelos de infecção 

também foi observado que os linfócitos T γδ são uma importante fonte de IL-17 (115-117, 

156-158), sendo uma das principais células a produzi-las no pulmão (159) e a principal em 

órgãos linfóides periféricos (160). No nosso trabalho observamos um aumento no número de 

linfócitos T γδ IL-17+ no pulmão de animais 10 dias após a CLP e ao mesmo tempo houve 

uma redução dos linfócitos T γδ IFN-γ+ e IL-10+.  O papel da IL-17 na resposta Th1 ou Th2 

ainda não é completamente entendido (154, 161, 162). Em um modelo de infecção pulmonar 

por bactéria intracelular foi observado que a IL-17 está relacionada ao aumento da produção 

de IFN-γ, mas também à diminuição de IL-4 e IL-10, aparentemente de forma dependente de 

DC (161). De modo diferente, e de acordo com os nossos resultados, foi demonstrado que 

linfócitos T γδ IL-17+ não produzem IFN-γ ou IL-4 (160, 163). Esse balanço na produção de 
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citocinas do perfil Th1, Th2 e Th17 parece depender dos subtipos de linfócitos T γδ: células 

Vγ4/Vδ4 IL-17+ não produzem IFN-γ, no entanto já foi observado que os linfócitos T 

Vγ6/Vδ1 podem produzir ambas simultaneamente (164). Nós observamos que além de estas 

células estarem produzindo IL-17 10 dias após a CLP, os linfócitos T γδ são a principal célula 

produzindo essa citocina dentre os linfócitos T. Nesse estágio, não observamos diferença na 

proporção de linfócitos T αβ expressando IL-17 ou qualquer uma das citocinas analisadas 

entre os animais submetidos à cirurgia sham e CLP. De fato, Carson e colaboradores 

demonstraram que linfócitos T auxiliares de animais pós-sépticos foram incapazes de se 

comprometer tanto com a linhagem Th1 quando com a Th2 (77). Nesse trabalho os autores 

ainda mostraram que os linfócitos T auxiliares aumentam a produção de IL-27, uma citocina 

que pode ser considerada como imunossupressora em certas condições (165-167). É 

interessante notar que existem trabalhos demonstrando que durante a fase aguda da sepse 

diversos genes pró-inflamatórios são silenciados no baço, mas não o são no pulmão (54). A 

reprogramação genética diferenciada entre leucócitos presentes no baço no e pulmão foi 

observada não só em camundongos, mas também em humanos (54). Porém, este fenômeno 

ainda não foi descrito durante a fase de imunossupressão pós-sepse. Neste trabalho nós 

observamos que é possível que este fenômeno também ocorra após a sepse grave. 

 O fato de que no 10º dia após CLP observa-se um número aumentado de linfócitos T 

γδ e αβ expressando CD25, poderia significar um aumento na ativação destas células. De fato, 

embora os linfócitos T γδ aparentem estejam ativados com um aumento na produção de IL-

17, os linfócitos T αβ não se encontram produzindo nenhuma das citocinas do perfil Th1, Th2 

ou Th17 analisadas. O fenômeno observado para os linfócitos T αβ poderia ser explicado por 

um aumento no número de linfócitos Treg no pulmão desses animais. Suportando esta 

hipótese, Cavassani e colaboradores observam que, de fato, durante a imunossupressão pós-

sepse os linfócitos T adquirem um perfil de linfócitos Treg (78). Assim, embora os linfócitos 

T γδ e αβ não estejam com capacidade migratória “adequada” após evento séptico, os 

linfócitos T γδ do pulmão são capazes de produzir elevados níveis de IL-17, ao contrário dos 

linfócitos T αβ. 

 Na literatura, alguns artigos mostram que a IL-23 é necessária e suficiente para a 

produção de IL-17 por linfócitos T γδ, assim como para a proliferação e manutenção dos 

linfócitos T γδ IL-17+ (158, 164, 168). Além disso, existe um consenso de que a IL-23 induz 

produção de IL-17 por linfócitos T γδ sem a necessidade de estímulo por TCR (169). 

Entretanto, há um trabalho que demonstra que embora seja pequena, a produção de IL-17 por 

linfócitos T γδ pode ser induzida por estímulo do TCR (115). A IL-1β é outra citocina 
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envolvida na produção de IL-17. Nós observamos que no 10º dia após a CLP, a IL-17 se 

encontra em quantidades elevadas no pulmão. A IL-1β é capaz de aumentar a produção de IL-

17 na presença de IL-23, no entanto não é capaz de fazê-lo na sua ausência (86). Nossos 

resultados mostram que, embora haja uma grande quantidade de linfócitos T γδ produzindo 

IL-17 no pulmão, a quantidade de IL-23 neste órgão está diminuída no 10º dia após CLP. 

Além da redução de IL-23 no pulmão, é provável que os níveis desta citocina também estejam 

diminuídos em outros órgãos. Sabe-se que as células dendríticas (DC) são uma fonte 

importante de liberação de IL-23 (164, 170) e que, estas se tornam incapazes de produzir IL-

12 após a sepse grave devido a modificações epigenéticas, i.e. metilações de determinadas 

histonas (76). Estas metilações já foram encontradas nos genes que sintetizam as proteínas IL-

12p35 e IL-12p40, constituintes da IL-12 (76). De maneira diferente, a IL-12p40 em conjunto 

com outra proteína, a IL-23p19, forma a IL-23 (170). Como as DCs apresentam a produção da 

proteína IL-12p40 prejudicada sistemicamente, inclusive nas suas progenitoras na medula 

óssea, é provável que a diminuição de IL-23 observada no nosso modelo não ocorra somente 

no pulmão. Neste caso, não existiria possibilidade de que o aumento da produção de IL-17 por 

linfócitos T γδ fosse uma consequência do aumento da sinalização através da IL-23. Em 

outras palavras, os linfócitos T γδ não estariam recebendo este sinal no pulmão ou em outros 

órgãos, no entanto aumentam a produção de IL-17. Uma possível justificativa para o aumento 

de linfócitos T γδ IL-17+ após a sepse está relacionado à liberação de TGF-β. A liberação 

desta citocina durante (171) e após (28) choque séptico é confirmada na literatura. Ainda, Do 

e colaboradores (2010) demonstraram que durante a fase de desenvolvimento dos linfócitos T 

γδ no timo a TGF-β1 está envolvida com o direcionamento dos linfócitos T γδ para a 

produção de IL-17 (160). O aumento na liberação de TGF-β1 poderia estar relacionado ao 

aumento de linfócitos T γδ IL-17+ no pulmão pós-sepse por uma estimulação da produção 

dessas células, no entanto para fazer tal afirmação, mais experimentos são necessários. 

 Acredita-se que no modelo de artrite induzida por colágeno os linfócitos T Vγ4 (mas 

não outros subtipos) produzam IL-17 sem a necessidade da IL-23, somente com estímulo do 

TCR (102, 164). Além do mais, neste modelo os linfócitos T Vγ4 são as principais produtoras 

de IL-17 (102). É interessante notar que no 10º dia após a CLP podemos observar que metade 

dos linfócitos T γδ do pulmão são Vγ4+ (fig. 4.1). É possível que estas células sejam as 

principais produtoras de IL-17 neste modelo e que o estejam fazendo em resposta à ativação 

através do TCR, com uma possível contribuição da IL-1β, que se encontra aumentada no 

pulmão no 10º dia após CLP. Outra possibilidade é dos linfócitos T γδ estarem sofrendo uma 

reprogramação, como a que é vista em outras células durante a imunossupressão pós-sepse, 
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talvez nesta hipótese estas estariam produzindo IL-17 independente do sinal da IL-23 ou do 

TCR. 

 Outra possível explicação para o aumento na produção de IL-17 por linfócitos T γδ 

leva em conta a seleção intra-tímica. Após evento séptico ocorre uma re-população de 

linfócitos devido à grande perda ocorrida no evento apoptótico (46). Ademais, estudos 

recentes mostram que quando linfócitos T γδ não reconhecem nenhum antígeno durante a 

seleção positiva ou negativa no timo, ao invés de entrarem em apoptose como o fariam os 

linfócitos T αβ, estes se tornam produtores de IL-17 (106, 107). Em paralelo: (i) durante o 

evento séptico é observado uma disfunção, assim como uma diminuição do timo (172); (ii) 

também é observada uma depleção em todo o corpo de DCs (76, 173), células que contribuem 

para a seleção positiva e negativa no timo (174); (iii) diferente da maioria dos subtipos de 

linfócitos T γδ, o subtipo Vγ4 continuam a ser produzidos no timo de camundongos adultos 

(164); (iv) mesmo após a sepse o pulmão continua a produzir CCL2, citocina quimiotática 

para linfócitos T γδ. Ainda, Do e colaboradores observaram que até os 2 meses de idade os 

camundongos mantêm uma liberação de timócitos T γδ IL-17+ mesmo em camundongos 

naives (160). Como consequência, se a disfunção que ocorre no timo comprometer a seleção 

positiva, pela ausência das DCs que fariam a seleção, os linfócitos T αβ entraria em apoptose 

por não encontrarem um antígeno no timo que fizesse a seleção positiva e assim diminuiriam 

em número na periferia. De modo diferente, os linfócitos T γδ não só não estariam com níveis 

aumentados de apoptose no timo, como se tornariam produtores de IL-17 por não sofrerem 

seleção positiva e poderiam migrar para o tecido pulmonar. De fato, esses fenômenos são 

observados nos nossos resultados, entretanto para confirmar tal hipótese são necessários mais 

experimentos. 

 Em um modelo de sepse branda foi observado que há um aumento no número de 

linfócitos T γδ IL-10+, IFN-γ+ e TNF+ no pulmão após a sepse, nesse trabalho foi proposto 

que a liberação de IL-10 tem um papel regulador sobre neutrófilos neste modelo (67). Ao 

contrário, no nosso trabalho as três citocinas em questão se encontravam em baixos níveis e a 

IL-17 aumentada, citocina que, ao contrário da IL-10, estimula a migração in vivo de 

neutrófilos. Essa observação mostra diferentes consequências da sepse nos linfócitos T γδ 

dependendo da gravidade da síndrome. De fato, de um modo geral, os linfócitos T γδ são 

capazes de apresentar diferentes papéis em diferentes estágios da resposta inflamatória a 

infecções, contribuindo tanto para o desenvolvimento, quanto para o controle da resposta. Em 

algumas infecções os linfócitos T γδ apresentam um papel pró-inflamatório na fase inicial, 

caracterizado pela produção de mediadores como o interferon (INF)-γ, modulando células da 
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resposta inata (natural killer e macrófagos) e adquirida (linfócitos T αβ). Numa fase mais 

tardia, estes linfócitos passam a apresentar um perfil antiinflamatório, produzindo mediadores 

tais como IL-10, mediando apoptose de macrófagos ativados, modulando negativamente os 

linfócitos T αβ e participando do reparo tecidual (93).  

 Dentre as prováveis consequências da produção exacerbada de IL-17 está a 

possibilidade de que esta facilite uma inflamação crônica já que esta citocina pode aumentar o 

número de neutrófilos e outros mediadores inflamatórios no pulmão. No entanto, embora 

todas as células estudadas até o momento estejam contribuindo para a imunossupressão é 

provável que a produção de IL-17 no pulmão pelos linfócitos T γδ contribua para o aumento 

na quantidade de neutrófilos neste órgão. Este fato poderia contribuir para a diminuição do 

quadro de imunossupressão. Confirmada essa possibilidade, a não redução dos linfócitos T γδ 

em um momento inicial no pulmão (3º dia após CLP), embora possa piorar o quadro durante a 

sepse aumentando a inflamação, poderia ser benéfica após a sepse. Fazem-se necessários, 

então, estudos posteriores para avaliar a importância dos linfócitos T γδ durante a sepse e 

também durante a fase de imunossupressão. 

 Em síntese, nosso trabalho demostra que os linfócitos T γδ tem um comportamento 

diferenciado dos linfócitos T αβ durante e após a sepse. Durante a sepse, estas células 

parecem estar ativadas e, embora apresentem uma dificuldade na migração para o tecido 

inflamado, estas células são capazes de produzir IL-17, sendo as principais produtoras desta 

citocina no pulmão. 
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6. Conclusões 

 

° A CLP induz uma inflamação pulmonar caracterizada pelo acúmulo de linfócitos T γδ, 

(de seus subtipos Vγ4, Vδ4 e Vδ6.3) e de linfócitos T αβ neste órgão. Após um 

acúmulo inicial durante a sepse grave, os linfócitos T αβ retornam a níveis basais 

(provavelmente devido a apoptose) o que não ocorre com os linfócitos T γδ; 

° Os linfócitos T γδ (e os seus subtipos Vγ4, Vδ4 e Vδ6.3), assim como os linfócitos T 

αβ diminuem em número no baço durante a sepse grave e retornam a níveis basais 

após esta, sugerindo que estes estejam migrando para o pulmão inflamado; 

° Os linfócitos T γδ aparentam estar proliferando em momentos anteriores aos linfócitos 

T αβ, de acordo com a expressão de CD25 nestas células obtidas do pulmão e do baço; 

° Após a sepse, os linfócitos T γδ e αβ do baço foram incapazes de migrar para o 

pulmão inflamado, apesar do aumento na produção de CCL2 neste órgão; 

° Na fase de imunossupressão pós-sepse os linfócitos T γδ são o principal subtipo a 

produzir IL-17 no pulmão. Estes linfócitos apresentam também diminuição na 

produção de IL-10 e de IFN-γ. Ao contrário, não foi observada nenhuma alteração nas 

citocinas analisadas nos linfócitos T αβ. 
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Figura 6.1. Linfócitos T γδ e αβ no baço e no pulmão durante e após a sepse grave. 
Durante a fase aguda da sepse grave os linfócitos T γδ e αβ acumulam no pulmão. Os 
linfócitos T γδ parecem ser ativados em momentos anteriores aos linfócitos T αβ (tanto no 
baço quanto no pulmão), assim como se mantém em números elevados no pulmão durante 
toda a resposta. Na fase de imunossupressão, os linfócitos T γδ e αβ do baço mostram uma 
capacidade migratória diminuída. Nesta fase, os linfócitos T γδ do pulmão são os principais 
linfócitos produtores de IL-17.  
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