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Lista de abreviaturas

BSA Albumina de soro bovino
CARS Sindrome da Resposta Antiinflamatéria Compensatdria (compensatory anti-

inflammatory response syndrome)

CC (quimiocina com) motivo C-C

CCL2 (quimiocina) ligante com motivo C-C 2 (chemokine (C-C motif) ligand 2)
CD Grupamento de diferenciagao (cluster of differentiation)

CFDA-SE succinimidil éster diacetato de carboxifluoresceina (carboxyfluorescein

diacetate succinimidyl Ester)

CFSE succinimidil éster de carboxifluoresceina (carboxyfluorescein succinimidyl
Ester)

CLP Ligacio e perfuracao do ceco (cecal ligation and puncture)

CXC (quimiocina com) motivo C-X-C

CXCR Receptor de quimiocinas CXC

DC Célula dendritica (dendritic cell)

EDTA Acido etileno diamino-tetra acético (ethylenediamine tetraacetic acid)

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

FITC Isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate)

IeG Imunoglobulina G

IL Interleucina

IFN Interferon

1.p. Intraperitoneal

i.pl. Intra-pleural

1iv. Intravenosa

KO (camundongo) nocaute (knock-out)

LPS Lipopolisacarideo

MCP-1 Proteina quimiotética para mondcitos 1 (Monocyte chemotactic protein-1)

MIF Meédia da intensidade de fluorescéncia

MHC Complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility
complex)

OPD Dihidro-clorido ortofenilenodiamina (o-phenylenediamine dihydrochloride)

PE Ficoeritrina (phycoeritrin)

PerCP Clorofila peridina (peridinin chlorophyll protein)

PBS Tampao salina fosfato

PBS-Azida Solugdo de PBS contendo 0,1% de azida sédica

RORyt Acido retinéico relacionado ao receptor 6rfo yt (retinoic acid-related orphan
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SIRS
SFB
T ap
T yd
T-bet
TCR
TGF
Thl
Th2
TNF
Treg
WHO-IUIS

receptor yt)

Sindrome da resposta inflamatdria sistémica

Soro fetal bovino

(linfécito) portando TCR composto pelo heterodimero of3

(linfécito) portando TCR composto pelo heterodimero yd

Gene T box expresso em linfocitos T (T-box gene expressed in T cells)
Receptor de células T (T cell receptor)

Fator de transformacao do crescimento (transforming growth factor)
(linfécitos com um perfil tipo / citocinas do perfil) T auxiliar 1
(linfécitos com um perfil tipo / citocinas do perfil) T auxiliar 2

Fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor)

(linfécito) T regulatério

Organizagdo Mundial da Saide — Unido Internacional das Sociedades de
Imunologia (World Health Organization -International union of

immunological societies)
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Victor Ugarte Bornstein

A sepse € uma das principais doengas causadoras de 6bitos em unidades de tratamento
intensivo. Ademais, a forma grave dessa sindrome induz uma imunossupressdao prolongada que
causa diversas complicagdes, a maior parte dessas relacionadas a infeccdes pulmonares. O
conhecimento atual sobre a imunossupressdo induzida por sepse grave € muito limitado; no
entanto ja foi demonstrado que esta condicdo induz disfungdes em linfécitos T CD4 e células
dendriticas devido a alteracdes epigenéticas. O objetivo do presente trabalho foi o de estudar os
linfécitos T yd no pulmio durante a sepse grave assim como possiveis dinfun¢des destas células
durante a imunossupressido pds-sepse. Para isso, a sepse grave foi induzida em camundongos
C57BL/6 através da ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP; 9 perfuracdes com agulha de 21 gauge e
tratamento com antibiético por 3 dias), modelo experimental descrito por ser capaz de
desencadear e manter um estado de imunossupressao. No primeiro dia apés a CLP os nimeros de
linfécitos T yd e aff se encontram elevados no pulmio. No 3° dia, o nimero de linfocitos T of
retornou a niveis basais, no entanto, os nimeros de linfécitos T yd continuaram elevados. A
andlise por citometria de fluxo da expressdo de anexina V, CD25, e c-Fos, sugere que este nimero
aumentado de linfécitos T yd no 3° dia apés CLP seja devido a uma rapida e duradoura
proliferacdo destas células em 6rgdos linféides secundarios e ndo devido a uma diminuicao da
morte celular, evento caracteristico da sepse. De modo interessante, o aumento da expressido de
CD2S5 por linfécitos T 6 foi observado tanto no pulméao (3° e 10° dia apds CLP) quanto no baco
(1°, 3° e 10° dia apés CLP), em tempos anteriores aos observados para os linfécitos T af. No 10°
dia ap6s a CLP, os camundongos ji se encontram recuperados da sepse, contudo, os linfécitos T
v6 e af apresentaram uma incapacidade de migrar em direcdo ao pulmio inflamado, como foi
observado em ensaio de transferéncia adotiva. Em contrapartida, no 10° dia, um maior nimero de
linfocitos T yd (mas nédo af) recuperados do pulméao de animais pés-sépticos estdo produzindo IL-
17, enquanto ha um menor nimero de linfécitos T yd IL-10" ou IFN-y*. Este aumento na produgio
de IL-17 foi acompanhado de um aumento do nimero de neutréfilos. Em sintese, esses dados
sugerem que, diferente dos linfécitos T aff, os linfécitos T yd apresentam um perfil pro-
inflamatério durante a imunossupressao pés-sepse grave induzida por CLP.
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ABSTRACT

DISSERTACAO 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 yd 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 y6 and af§ T
lymphocyte numbers were increased in lung tissue. At day 3, aff counts return to basal levels due
to a post-sepsis apoptotic event; however, 8 T cell numbers remained elevated. This phenomenon
seems to be due to an early and long-lasting proliferation of yo T cells (as compared to af),
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 yd T cells was observed in lung
(3™ and 10™ days post-CLP) and spleen (1%, 3" and 10™ day post-CLP), at early time points than
the ones observed for af T cells. At the 10" day after CLP, mice were recovered from sepsis, but
splenic yd and af3 T cells showed a disability to migrate towards inflamed lung in a cell adoptive
transfer assay. Nevertheless, during day 10", lung v T cells (but not af T cells) recovered from
post-septic mice produced increased IL-17 levels, whereas decreased the production of IFN-y and
IL-10, showing a Thl7-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
Iymphocytes, 8 T cells seem to maintain an effective immune-response in the lungs during severe
sepsis-induced immunosuppression caused by CLP.



3. Introducao

1.1. Terminologia

A palavra sepse € derivada da palavra grega “onyis”’, que significa decomposi¢do de
matéria organica animal ou vegetal. HA 2700 anos, esta palavra era utilizada no mesmo
sentido que a utilizava Hipocrates, ndo tendo havido drasticas mudancas no seu significado
até os dias de hoje (1). Apesar do tempo de existéncia da palavra, somente em 1914 que a
conexdo entre bactérias e os efeitos sist€émicos da doenca foi feita por Schottmueller (2). A
partir desse momento, a palavra sepse tornou-se praticamente sindnimo de infec¢do grave.
Conforme o conhecimento a cerca do sistema imunolégico e da sepse foi aumentando,
percebeu-se que o que chamamos de sepse é um conjunto de sintomas desencadeados pela
resposta a patdgenos, atribuindo se entdo um papel mais passivo aos microorganismos. Em
1972, Lewis Thomas escreveu: “E a nossa resposta a presenca [dos microorganismos] que faz
a doenca. O nosso arsenal para eliminar as bactérias € tdo poderoso (...) que estamos em
perigo maior por ele do que pelos invasores” (3). Nesta visdo, a sepse € desencadeada por

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

mediadores inflamatérios e disfungdes celulares (4).

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

Sindrome Definicao

Sindrome da Resposta Dois ou mais dos seguintes critérios:
Inflamatdria Sistémica Febre ou hipotermia (>38°C / <36°C)
(SRIS) Taquicardia (>90 batimentos/min)

Taquipnéia (freqiiéncia respiratéria maior que 20 respiragcdes/min ou
PaCO2 menor que 32 mmHg)
Contagem de leucécitos maior que 12.000/mm3 ou menor que

4.000/mm3
Sepse SRIS devido a infec¢do confirmada ou suspeita
Sepse-grave Sepse com disfungdo de um ou mais 6rgaos, hipoperfusao e hipotensao
Choque séptico Hipotensao induzida por sepse que se mantém apesar da reposicio

volémica intravenosa em conjunto com problemas de perfusio

Bone et al., 1992



No ano de 1991 foi estabelecido mundialmente que um paciente com sepse € aquele
que apresenta resposta inflamatdria sistémica (SRIS) associada a um quadro infeccioso (5),
seja ele desencadeado por bactérias, fungos ou virus (5, 6). Essa definicdo foi criada pela
Conferéncia 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 inflamatdria sistémica; no
entanto, nestes casos ndo se dd a esta condicdo o nome de sepse (figura 1.1). Existem duas
visdes diferentes a cerca da incidéncia de sepse nos ultimos anos: (i) que esta vem
aumentando, ja que cada vez sdo detectados mais casos de sepse (7); ou (il) que essa parece

estar aumentando devido ao fato de que hoje em dia € mais f4cil diagnosticar essa sindrome

(6).

Hoje, a definicdo emergente de sepse volta a dar um papel mais ativo aos patdgenos na
morte dos pacientes, como pode ser observado na frase “uma corrida entre o sistema
imunolégico do hospedeiro e os patdgenos para alcancar a morte do paciente” (8). Esta visdao
se deve ao fato de que hoje em dia percebe-se a grande importincia que a imunossupressao
tem na sobrevida dos pacientes. Durante a fase pré-inflamatdria da sepse, € mesmo apds esta,
ocorre uma forte resposta antiinflamatéria. Por causa desta, se o paciente sobreviver a intensa
resposta pré-inflamatéria que seu organismo desenvolve, este, tem o risco de morte

aumentado devido a infec¢des secunddrias.

PANCREATITE

TRAUMAS

OUTROS

Figura 1.1. Inter relacdo entre SRIS, infec¢do e sepse. Adaptado de Bone RC e 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 pais ocorreram em pacientes com sepse: 215.000
mortes por ano, ndmero equivalente ao de mortes por infarto agudo do miocérdio (9). Esta
sindrome também € a principal causa de mortes ndo-corondrias em Unidades de Tratamento
Intensivo (UTI) (10) e de pacientes criticamente enfermos (11). Silva e colaboradores (2004)
fizeram um estudo epidemioldgico da sepse no Brasil, no qual foi mostrado que esta sindrome
teve uma incidéncia 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 saude nas UTIs do pais. Dentre estas, 8,5 % das internacdes correspondem a
casos de infeccdo pulmonar que evolui a quadros de sepse (12). Estudos realizados na
Alemanha, Canadd, Espanha, Franca, Israel, Itdlia, Portugal e Reino Unido também
demonstraram a predominancia de infec¢des pulmonares como desencadeadores da sepse,
estando a peritonite na segunda posicdo (13, 14). Quando se analisa a gravidade da doengca em

relagdo ao foco da infec¢do, esta ordem € a inversa (13, 15-19).

Em 87,9 % dos casos de sepse, as infec¢des bacterianas sdo as responsaveis pela
doenca (6). Em segundo lugar estdo os fungos, com apenas 4,6 % dos casos (6). Independente
do patégeno, na maioria dos casos, a sepse se desenvolve a partir de uma infecc¢do local que
ndo € controlada. Conforme a doenga 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 €
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 doenca, desconsiderando mortes

devido a sequelas desta sindrome.

1.3. Fisiopatologia da sepse

O pulmdo € o orgdo clinicamente mais importante € mais sensivel as alteracOes
fisiolégicas que ocorrem durante a sepse que se desenvolve a partir de infec¢des abdominais,
sanguineas (20, 21) e pulmonares (22). Como ja discutido, esses sdo os sitios mais comuns de

infec¢des que levam a sepse. Em periodos iniciais da sepse ocorre uma lesdo pulmonar aguda



(LPA) (23) que se mantém apesar de cirurgias de intervencao, uso de antibidticos e terapias
imunossupressoras (24). Essa sindrome se desenvolve quando ndo se consegue controlar uma
infeccdo e essa se espalha pelo corpo. Quando hd uma resposta imunoldgica adequada,
geralmente, esta € capaz de eliminar o patégeno no foco de entrada: componentes bacterianos
iniciam uma cascata de eventos através do estimulo de mondcitos, neutréfilos, macréfagos e
células endoteliais do hospedeiro, levando a producdo e secrecdo de indmeros mediadores
inflamatérios endégenos (25). Posteriormente, outras populacdes celulares do sistema
imununolégico adaptativo sdo ativadas. De modo contrério, durante um evento séptico ocorre
um desbalanco da resposta imunoldgica que leva as mudangas fisiolégicas observadas na
sindrome (26). Por sua vez, as alteracdes que essa sindrome causa dificultam ainda mais a

eliminacdo do patégeno (26-28).

O desenvolvimento da LPA € caracterizado por um rdpido e grande acumulo de
neutrdfilos (22, 23, 29, 30) e uma grande producdo de citocinas e quimiocinas no pulmao,
mesmo quando este ndo é o foco primdrio da infec¢do (23, 31). Durante a fase inicial da
sepse, sabe-se que hd uma grande liberacdo de citocinas pelo hospedeiro; esse fendmeno é
comumente chamado de “tempestade de citocinas”. Dentre as citocinas liberadas, as primeiras
e mais bem descritas na sepse s@o o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina (IL)-1p,
além do mediador lipidico fator de ativagdo plaquetéria (PAF) (32-34), moléculas que nesse
contexto sdo pro-inflamatorias. Estes mediadores sdo necessdrios para a eliminacdo de
patégenos em infec¢des locais; no entanto, durante a sepse, eles podem contribuir para a
morte do hospedeiro por causarem uma inflamacio exacerbada (32). Em diversos trabalhos ja
foi demonstrado que a neutraliza¢do dessas citocinas melhora a porcentagem de sobrevida de
animais submetidos a sepse (35); porém, a eficicia desse tratamento quando aplicados a
clinica é controversa (36, 37). Outra citocina ja estudada durante essa fase hiper-inflamatéria
da sepse € a IL-17, no entanto a contribui¢do 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 apds o inicio da inflamacdo, a expressdo de moléculas de adesdo, tais como
selectinas e integrinas, se encontram aumentadas ou ativadas no endotélio vascular do pulmao
(41), assim como nos leucdcitos (42). Simultaneamente, ocorre a liberacdo de mediadores
quimiotdticos no pulméo por células, tais como macréfagos alveolares e células endoteliais
(23, 42). Em consequéncia destes fatos, ocorre a transmigracdo de células ativadas para o
tecido pulmonar (43). A ativacdo e migracdo de células para o pulmdo potencializam a
inflamacao, a LPA e a disfuncdo deste 6rgdo em modelos de sepse experimental (22, 23).

4



Como efeito, o pulmao inflamado continua a atrair leucdcitos, que podem exacerbar ainda

mais a resposta inflamatoria.

1.3.1. Imunossupressido causada pelo evento séptico

E bem demonstrado na literatura que durante a sepse também ocorre uma importante
resposta antiinflamatdria e que essa parece contribuir para o desenvolvimento da disfuncao de
multiplos 6rgdos subseqiiente a sepse (11, 44). Tanto a resposta pro-inflamatdria quanto a
antiinflamatéria ocorrem em momento iniciais da sepse; no entanto, nos eventos iniciais a
resposta pro-inflamatéria € a predominante, enquanto que em tempos mais tardios a resposta
antiinflamatoria € a que predomina (8). Quando o paciente falece na fase inicial da sindrome,
o falecimento costuma ser causado por uma disfun¢do devido ao excesso de mediadores pro-
inflamatdrios enquanto que em momentos mais tardios as mortes se ddo por uma ineficiéncia
no controle de infec¢des secunddrias (figura 1.2) (8). A resposta antiinflamatdéria que ocorre
na sepse também € considerada uma sindrome e a esta se da o nome de Sindrome da Resposta
Antiinflamatéria Compensatéria (CARS; compensatory anti-inflammatory response
syndrome). A maior parte das terapias experimentais realizadas até o momento tentou atenuar
a resposta inflamatdria inicial, ignorando e, possivelmente, exacerbando o desenvolvimento
progressivo da imunossupressao (11, 45, 46). Embora essas estratégias de interven¢do tenham
demonstrado modestos beneficios em grupos especificos de pacientes, a maioria das mortes

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

Dentre os fatores que contribuem para a CARS estdo o aumento da apoptose, a
liberacao de citocinas antiinflamatérias e a imunoparalisia. Sabe-se que durante a fase aguda
da sepse os linfdcitos sofrem apoptose, sendo esse fato observado tanto na clinica (47, 48),
quanto em modelos experimentais (49, 50). Este mecanismo contribui com a patogenia da
doenca e o faz por dois motivos: (i) apoptose das células do sistema imunoldgico inato e
adaptativo que ajudariam a combater o patégeno (51); (ii) a retirada das células apoptdticas
por fagdcitos induz nestes um fendtipo antiinflamatério (52), além de os proprios linfocitos
em apoptose produzirem fatores antiinflamatorios, tais como o fator de transformagdo do
crescimento (TGF)-B (53). Estudos indicam que a prevengdo da apoptose induzida pela sepse
diminui a imunossupressdao durante essa sindrome (51). Outros eventos igualmente
importantes para o desenvolvimento da CARS sdo: a diminui¢ido da expressdo do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC, do inglés major histocompatibility complex) classe
IT por mondcitos e macréfagos do sangue; a liberacdo de mediadores, como por exemplo a IL-
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10 e o TGF-B, com atividade antiinflamatdria e a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias por
linfécitos (46); e a reprogramacgdo celular que acompanha pacientes e animais com sepse

grave (54).

morte

t

Resposta
préinflamatadria

ativacao
homeostase

Supressao
einfecgao

Resposta
antiinflamatoria

|

morte

dias meses anos

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

O fendmeno antiinflamatério pode ocorrer apds, ou concomitante, a fase hiper-
inflamatoria. Nesta fase sdo produzidos mediadores antiinflamatorios, tais como IL-4, IL-10,
receptores soliveis de TNF e antagonistas de receptores de IL-1 (55). Ademais ocorre a
liberagdo da IL-6, que facilita a liberagdo dos fatores antiinflamatérios descritos acima (56,
57). Nesse contexto também € dada uma grande importancia a IL-10, ja que essa € capaz de
desativar mondcitos (58) e macrofagos (59). Durante a sepse, essas células acabam
diminuindo a producdo de espécies reativas do oxigénio (60). A incapacidade de ativacdo
observada nos mondcitos e macréfagos também ocorre em outros leucécitos. Neutréfilos de
pacientes com sepse grave apresentam uma menor capacidade fagocitica (61) e microbicida
(62), assim como uma menor capacidade quimiotdtica (63). Esta se dda devido a uma menor
expressdao do receptor de quimiocina CXCR2 (64, 65). Em modelos experimentais de sepse
foi observado que os linfécitos T aff e 0 também se encontram comprometidos durante a
sepse. Enquanto os linfécitos T aff apresentam dificuldade em se comprometerem com a
linhagem T auxiliar (Th)1, dando preferéncia a citocinas da linhagem Th2 (66); os linfdcitos
T yd diminuem a atividade citotéxica (67), e ambos entram rapidamente em apoptose (47-49,

68, 69).



Estd ficando cada vez mais evidente que a fase antiinflamatoria da sepse pode durar
além do periodo da sepse. Mesmo aparentando saudaveis e de volta a rotina habitual,
pacientes que passaram por um quadro de sepse grave tem, durante 5 anos, um risco de morte
aumentado em relagdo a populacdo que nunca passou pelo quadro (70). A imunossupressao
apos a sepse grave é menos estudada que a resposta antiinflamatdria que ocorre durante a
sepse, no entanto, € responsdvel por uma elevada mortalidade, onde apenas 20% dos

individuos que sobreviveram a sepse permanecem vivos em um periodo de 8 anos (70). Nesse

contexto, as infeccdes pulmonares sdo as que mais acometem esses pacientes (71, 72).

A imunossupressao que se mantém apds evento séptico foi reproduzida recentemente
em um modelo animal (31). Nesse modelo, a sepse foi induzida por ligacdo e perfuracdo do
ceco, um dos modelos experimentais de sepse mais bem aceitos por mimetizar as principais
mudangas fisiolégicas da sepse em humanos (73, 74). Assim como na clinica, neste modelo
experimental o0s animais permanecem muito mais susceptiveis a infec¢des quando
comparados aos animais controle, mesmo apds ja estarem curados da sepse (31, 75). Embora
se saiba muito pouco a cerca da imunossupressdo que permanece apos a sepse, estudos foram
realizados visando entender a participacdo de alguns leucdcitos nesse fendmeno. Células
dendriticas (DC) (28, 31, 76) e linfécitos T auxiliares sdo incapazes de produzir citocinas do
tipo Th1 de maneira adequada devido a modificagdes epigenéticas (77). Pela mesma razao, os
linfécitos T auxiliares também tem dificuldades de proliferar e ndo conseguem se
comprometer de maneira adequada com a linhagem Th2 (77). A outra populagcdo celular
estudada nessas condi¢des foram os linfécitos T regulardrios (Treg) (78). Novamente, devido
a modificacdes epigenéticas, hd um aumento no nimero e na atividade de linfocitos T
regulatorios durante a imunossupressdo pos-sepse grave. Estas, por sua vez, inibem
populacdes celulares importantes como os linfécitos T citotoxicos (78). O conhecimento
sobre 0s motivos e consequéncias da imunossupressdo pds-sepse grave € limitado, porém
crescente. Dentre as populacdes celulares ainda ndo estudadas nessas circunstancias estao os

linfécitos T y9.

1.4. Biologia dos linfécitos T y6

Desde o ano de 1984, quando Saito e colaboradores estudaram a genética dos
receptores de células T (TCR) e descobriram a existéncia de trés subunidades para esse
receptor os linfocitos T puderam ser também classificados de acordo com seu TCR
(posteriormente a existéncia da quarta subunidade foi descrita) (79, 80). O receptor de células
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T € constituido de duas cadeias, uma a (alfa) e outra B (beta) ou uma y (gama) e outra o
(delta). Os linfécitos T expressam o heterodimero aff (linfécitos T af) ou o yo (linfécitos T
v9), ndo sendo encontrados linfécitos que possuam os dois tipos do receptor. Apesar de os
linfécitos T yo representarem apenas 1 a 5% dos linfécitos T presentes nos linfonodos e
sangue periférico (81), estas células sdo encontradas em, relativamente, grandes quantidades
em tecidos, tais como no trato respiratorio, pele, intestino e nas genitais (82). Esta distribui¢cdo
tecidual favorece o contato destes linfocitos com antigenos, e devido a esta caracteristica,
Allison e Havran propuseram que estas células desempenham um papel importante na
primeira linha de defesa contra patdogenos (83). Esta teoria € fortalecida pelo fato dos
linfécitos T 3 terem a capacidade de responder de forma independente da apresentacdo de
antigenos via MHC (84-86) e de apresentarem uma resposta mais rdpida a infec¢des virais e

bacterianas (87, 88).

Durante o seu desenvolvimento, os linfécitos T sofrem um rearranjo génico que
permite a essas células formarem diferentes TCRs. O receptor afy de célula T sofre um
rearranjo génico que lhe permite ter grande especificidade, ligando-se mais restritamente a um
determinado complexo MHC-peptideo. O TCR v3 ndo tem tal caracteristica, pois este receptor
apresenta uma menor especificidade a complexos MHC-peptideo e existe em menor
diversidade no organismo (89, 90). Além de os linfécitos T yo reconhecerem antigenos pelo
método classico dos linfécitos T (através da apresentacdo de antigeno pelo MHC), estes
reconhecem também antigenos independente da apresentacdo (de uma modo semelhante as
imunoglobulinas), ou através das moléculas de apresentacdo MIC-A (gene A relacionado a
cadeia do MHC de classe 1. Do inglés, MHC class I chain-related gene A) e MIC-B (gene B
relacionado a cadeia do MHC de classe 1. Do inglés, MHC class I chain-related gene B) e
através do CDI1 (90). Além de antigenos de natureza protéica, tais como os reconhecidos por
linfécitos T af3, os linfocitos T yd podem reconhecer antigenos de diversas naturezas, como
peptideos, aminas, pirofosfatos e fosfolipidios (91). Acredita-se que a capacidade do receptor
v6 de reconhecer antigenos de diferentes naturezas estd relacionada a sua homologia com as
imunoglobulinas dos linfécitos B (92). Embora apareca em menor variedade que o TCR af, o

TCR v6 apresenta grande variedade em um mesmo individuo.

Existem diversos subtipos de cadeias y e de cadeias 0, e os linfécitos T yd podem ser
classificados de acordo com os genes que utilizam para formar a cadeia y e a cadeia 6 do TCR
que expressam. Esta juncdo parece ndo ser aleatéria, j4 que nos TCR estudados até o
momento parece haver uma preferéncia de ligacao de algumas das cadeias y com algumas das
cadeias 6 (92, 93). Além de influenciar na funcdo dessas células, a escolha das cadeias y e o
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pode influenciar também a localizacao destes linfocitos (92, 93). Dentre os subtipos mais bem
estudados de linfécitos T yd estdo os linfécitos T Vy4/d (Vy4), os linfécitos T y/Vo4 (Vo4) e
os linfécitos T y/V66.3 (V36.3), nos quais V significa a regido varidvel da cadeia y ou 6 no
rearranjo V(D)J (94, 95). Existem trés 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.

Wy T (extra-timico)

Intestino

@

G Fulmin —

Pele

Lingua

Sangue, bhago,
linfonodos

d

Wy Wyd Wy T

Wyh

Deservalvimento dos linfacitos T yd

1z 14 1a 18 20 Mascimento

Dias de deservalviments do embrido

Figura 1.3. Desenvolvimento embrionario dos subtipos de linfécitos T yd. Figura adaptada de

Carding & Egan, 2002.

A localizagdo, assim como o desenvolvimento, de alguns subtipos de linf6citos T yd
pode ser observada na figura 1.3. Os linfécitos T Vy4 sdo encontrados preferencialmente no
pulmdo e em 6rgaos linféides (93). Estas células podem produzir grandes quantidades de IFN-

v, além de exercerem efeito citotoxico sobre linfécitos Th2 (99, 100) e promoverem a
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maturacdo de linfocitos T CD8 (101). Em alguns modelos de inflamagdo j4 foi observado que
o principal produtor de IL-17, dentre os linfécitos T 3, é o subtipo que porta a cadeia Vy4
(86, 102). Na literatura encontramos a cadeia V6.3 formando o TCR com a cadeia Vyl, no
entanto essa juncdo € um dos possiveis arranjos da cadeia Vyl (92). Essa cadeia pode se
juntar com outras cadeias & e exercer fungdes diferentes (103). Os linfécitos T Vy1/V56.3 sdo
encontrados preferencialmente no figado e no baco e, quando sio estimulados de modo nédo
especifico, liberam IL-4 (104). Um fato curioso € que essa populacdo celular é capaz de
produzir IL-4 e IFN-y simultaneamente (104). Os linfécitos T V064 sao encontrados
principalmente no intestino e sdo considerados linfécitos intra-epiteliais (95). A cadeia Vo4 é
comumente associada a Vyl (95) e pode também estar associada a Vy4 (102, 105). Embora a
informacdo sobre os linfocitos T Vo4 seja limitada, ja foi descrito que os linfécitos T Vy4 IL-

17" podem expressar a cadeia V34 (102).

Trabalhos publicados recentemente tem feito a correlacdo entre a selecdo positiva e
negativa no timo e a secre¢do de IL-4, IFN-y ou IL-17 por linfécitos T yd. Nesses trabalhos,
foi demonstrado que quando linfécitos T yd ndo encontram antigenos no timo, ao invés de
entrarem em apoptose como ocorre com os linfécitos T afy, se tornam produtores de IL-17
(106-109). De modo similar, os linfécitos T yd que se ligam com muita avidez na selecio
timica também ndo entram em apoptose, esses por sua vez secretam IL-4 (107, 110). Por sua
vez os linfécitos T yd que se ligam com forca moderada aos antigenos no timo produziriam

principalmente IFN-y (106-108).

E crescente a quantidade de dados demonstrando a importancia dos linfécitos T y& em
diversos processos inflamatérios (39, 40, 102, 111-113) durante os quais estas células podem
migrar ao sitio de inflamagao ou ainda proliferar localmente (114). Os linfécitos T yd também
sdo importantes produtores de citocinas, sendo, por exemplo, os principais produtores de IL-
17 em alguns modelos inflamatérios (39, 40, 115-117). Os linfécitos T yo apresentam papel
indispensével no desenvolvimento e controle de diferentes processos inflamatdrios associados
a infec¢do; a infeccdo virais (118), bacterianas (39, 40, 119, 120), fangicas (117, 121) ou

ainda, durante respostas alérgicas (113, 122).

1.4.1. Linfécitos T yd no pulmao e na sepse

Apesar de representar uma pequena propor¢do da populacdo de linfécitos T, os

linfécitos T yd tem uma grande importincia na homeostasia e no combate a infec¢des. A
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auséncia de linfécitos T yo faz com que infeccdes pulmonares induzidas por Mycobacterium
tuberculosis, Nocardia asteroides, Cryptococcus neoformans, Streptococcus pneumoniae,
Klebsiella pneumonia, virus vaccinia entre outros patdgenos se desenvolvam mais e mais
rapido (117, 123-128). Em adic@o, em algumas destas infeccdes, a auséncia de linfécitos T yd
aumenta a mortalidade de camundongos, conforme observado em animais knockout (KO)
para estas células (127-129). No curso dessas infeccdes ja foi observado que os nimeros de
linfécitos T yd aumentam rapidamente e podem ter tanto um papel pré-inflamatério quando
um papel antiinflamatério (117, 118, 123, 124, 130). Entre outros fatores que influenciam
nesse fendmeno estd a natureza do patdégeno. No entanto € interessante notar que Hirsh e
colaboradores observaram que, durante um modelo de sepse branda, os linfécitos T yd do

pulmao sofrem uma supressao funcional (67).

Embora pouco estudados na sepse, alguns trabalhos abordam os linfécitos T yd
durante a fase aguda da sepse. A contribuicdo dessas células para a sobrevida de animais com
sepse parece unanime, no entanto, ambigua. Em modelos de sepse grave foi associado a estas
células um papel prejudicial (39, 40): os animais KO para os linfécitos T yd apresentam uma
maior taxa de sobrevida quando comparados a animais selvagens (39). Em contra ponto, em
modelos de sepse branda os linfocitos T yo contribuem para a sobrevida dos animais (119,
120). Outros trabalhos ja observaram a importancia desta célula na producdo de citocinas
durante a sepse. Em modelos experimentais, durante os momentos iniciais da sepse, OS
linfécitos T 0 sdo a principal fonte de IL-17 (39, 40). Estas células também sdo capazes de
produzir IL-10, IFN-y e TNF (67), assim como de regular a producdo de IL-6, IL-12 e TNF
por outras células (119, 120). Contudo, a regulacio de citocinas como a IL-6 também parece
depender do modelo e gravidade da sepse, jd que essa pode se encontrar aumentada (120) ou
diminuida (119) no plasma de camundongos yd KO. No sangue de pacientes sépticos, foi
observada uma redu¢do tanto nos nimeros dos linfocitos T y6 quando dos linfécitos T af (68,
69), entretanto, a avaliacdo por um periodo de duas semanas revelou que enquanto os
linfécitos T yd se encontravam ativados no sangue destes pacientes, os linfécitos T aff

aparentemente ndo estavam ativados (68).

Os estudos desenvolvidos até o momento que abordam os linfécitos T yd na sepse
tiveram como foco a fase aguda da doenca, mas ndo existem relatos sobre a fase de
imunossupressao que acomete sobreviventes da sepse. Além disto, ndo existem relatos sobre

os subtipos de linfécitos T yd em ambas as fases da sepse.
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2. Objetivos

Neste trabalho tivemos como objetivo estudar os linfécitos T yd (incluindo os seus
subtipos Vy4, Vo4 e V66.3) e os linfocitos T aff no pulmao durante a fase aguda e durante a

imunossupressao pds-sepse grave. Para tal pretendemos:

o

Caracterizar a cinética de acimulo de linfécitos T yd e aff no tecido pulmonar de

camundongos durante a sepse grave e durante a imunossupressao pos-sepse;

Caracterizar os linfécitos T y6 e aff em um 6rgdo linféide secunddrio (bago) durante e

ap0s a sepse grave;

Avaliar a ativacdo dos linfécitos T yd e aff através da expressdo das moléculas CD25 e

c-Fos no pulmdo e no baco durante e apds a sepse grave;

Avaliar a capacidade migratéria dos linfécitos T y0 e afy na fase de imunossupressao

pos-sepse grave através de experimentos de transferéncia adotiva;

Caracterizar a producdo de citocinas pelos linfocitos T yd e aff do pulmao durante a

fase de imunossupressao.
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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 Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL) da Fundag¢do Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em isoladores
ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, Insight, Brasil) no biotério do Laboratério de
Farmacologia Aplicada até o momento do uso, com livre acesso a dgua e racdo, sendo
submetidos a um ciclo de 12 horas de claro/escuro. Os animais foram tratados com vermifugo
(Mebendazol, 20 mg/l de 4gua) durante 3 dias, e utilizados somente um més apds este
tratamento. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA, FIOCRUZ), protocolo L-
0004/08.

3.2 Anticorpos e reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados: Isoton (Coulter, EUA); Giemsa, May
Griinwald (Merck, Alemanha); dcido etileno diamino-tetra acético (EDTA), solucdo
antibidtica antimicética, dihidro-clorido ortofenilenodiamina (OPD), salina tamponada com
fosfato (PBS), tampao fosfato-citrato com perborato de so6dio (tampdo perborato),
paraformoldeido, fucoidina, azida sédica, Histopaque 1083, RPMI 1640, saponina, tween 20,
tampao de lise de hemdcias, (Sigma Chemical Company, EUA); anticorpos monoclonais
purificados e biotinilados anti-CCL2, anti-IL-1p 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 fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e clorofila peridina
(PerCP), IgG de hamster conjugada com PE e FITC anti-TCRyd murina, IgG de hamster
conjugada com FITC anti-TCR VY2, IgG de hamster conjugada com FITC anti-TCR V4,
IgG de hamster conjugada com PE anti-TCR V§6.3/2, I1gG de coelho conjugada com PE e
biotina anti-TCRp, 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-IFNYy,
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 carboxifluoresceina (do inglés, 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 fisiologica estéril 0,9%
(Fundacdo Ataulpho de Paiva, RJ); Soro fetal bovino I (SFB) (Hyclone, EUA); Cetamina
(Vetanarcol®, Konig, Argentina) e Xilazina (Anasedan®, Vetbrands, EUA).

3.3 Inducio de sepse grave

A sepse grave foi induzida através de uma cirurgia de ligagcao e perfuracao 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 incisdo de 0,5 - 1 cm no abddmen, o ceco foi
exposto e ligado (através de um né com linha de algoddo glacé) abaixo da vélvula {leo-cecal
sem obstrugdo total. Apds a ligadura, o ceco foi perfurado 9 vezes com agulha 21 gauges e
reintroduzido na cavidade abdominal. A incisdo foi suturada com fio de poliamida 4-0
(Brasuture, Brasil) com auxilio de um porta-agulhas cirdrgico. Como controle negativo, os
animais (denominados sham) foram submetidos a cirurgia, porém sem ligacdo e perfuracao do
ceco. Imediatamente apds as cirurgias, todos os animais receberam 1 ml de solugdo salina
estéril via subcutanea e uma gota da mesma em cada olho. Posteriormente, os animais foram
tratados com o antibidtico ertapeném na dose de 75 mg/kg (Invanz®, Merck, Alemanha)
diluido em 0,2 ml de solucdo salina/animal e administrado via i.p. com o auxilio de uma
seringa de 1 ml e uma agulha de 27,5 gauges. A administragao foi feita 6, 24 e 48 horas ap6s a

cirurgia. Os animais foram eutanasiados em camara de CO..

3.4 Obtencao das células do tecido pulmonar

Para isolar as células do tecido pulmonar, apds a eutandsia (1, 3 e 10 dias apds a cirurgia),
o pulmdo foi removido e cortado em pequenos pedacos sobre os quais foi adicionado uma
solucdo de RPMI 1640 contendo 250 Ul/ml de colagenase tipo IV (Invitrogen, EUA). O
pulmdo foi submetido a duas incubac¢des de 20 minutos a 37°C sob leve agitacdo e, entre
essas, foi feita uma homogeneiza¢do 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 suspensdo 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

suspensoes celulares foram mantidas a 4°C. Foi feito um gradiente de concentragdo com
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histopaque 1083 (3 ml) para separacdo de células mononucleares (em 2 ml da suspensdo
celular) e centrifugados a 400 g por 30 minutos com aceleracio e desaceleracdo minimas. A
banda de células mononucleares foi recolhida dos tubos e as células foram contadas no
contador automadtico de particulas (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 concentracdo adequada para ensaios de citometria de fluxo

€ ensaios in vitro.

3.5 Obtencao das células do bago

Os bacgos dos animais eutanasiados 1, 3 e 10 dias apds a cirurgia foram retirados e
macerados em PBS-EDTA, em meio asséptico. Para separar as partes de tecido ndo
dissociadas das células em suspensdo, o macerado foi centrifugado a 25 g por 1 minuto. O
sobrenadante foi centrifugado a 400 g por 10 minutos. Para a separacdo das células
mononucleares foi feito um gradiente de histopaque 1083 (2 ml da suspensdo de células
pipetados cuidadosamente sobre 3ml de histopaque 1083) e foi feita uma centrifugacao a 400
g por 30 minutos com aceleracdo e desaceleracdo minimas. As células mononucleares foram
recolhidas e apds nova centrifugacdo (400 g por 30 minutos), o pellet foi ressuspendido em

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

3.6 Obtencao das células do sangue periférico

Dez dias apds a cirurgia (CLP ou sham), o sangue dos animais foi coletado apds eutandsia
através da veia cava inferior com auxilio de uma seringa heparinizada. O sangue coletado foi
armazenado em um tubo contendo 100 UI de heparina. A contagem do ndmero total de
leucdcitos foi feita no contador automatico de particulas (Z2 coulter, Beckman Coulter, EUA)
diluindo-os em isoton (Coulter Isoton II Diluent, Beackman Coulter, EUA). O volume do
sangue recolhido foi diluido em uma solugdo PBS-EDTA até o volume de 2 ml. Para separar
as células mononucleares das demais células sanguineas foi feito um gradiente de densidade
contendo 3 ml de Histopaque 1083 e 2 ml da amostra (400 g por 30 minutos com aceleracdo e
desaceleracdo minimas). A banda de leucécitos 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 marcacao com anticorpos para andlise por citometria de fluxo.
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3.7 Extracao de proteinas do tecido pulmonar

A extracao de proteinas do tecido pulmonar foi realizada com o propdsito de se obter as
citocinas e quimiocinas presentes neste 6rgado na forma solidvel. Para isso, 10 dias apds a
cirurgia (CLP ou sham) foi realizada a eutandsia dos animais, os pulmdes foram retirados e
mantidos no gelo até a retirada de todos os Orgdos de interesse dos animais. Foram
adicionados 2 ml de PBS/tampdo de lise celular (Sigma Aldrich, EUA) com coquetel de
inibidores de protease (1ul/ml, Sigma Chemical Company, EUA) nos pulmdes e estes foram
macerados com auxilio de um potter e pistilo acoplados a um rotor automéatico. Os pulmdes
macerados permaneceram no gelo por 30 minutos e em seguida foram centrifugados a 8400 g
por 30 minutos a 4°C. Apos esse processo, o sobrenadante foi retirado e foram adicionados

mais 2 ml da solu¢do de PBS com inibidor de protease.

3.8 Pleurisia induzida por LPS

O desafio foi realizado através de uma injecdo intra-pleural (i.pl.) contendo 250 ng de LPS
em 100 pl de solucdo salina estéril. Os animais controle receberam o mesmo volume do
veiculo. A injecdo foi realizada com auxilio de uma agulha (27,5 gauges) adaptada para que
apenas o trecho do bisel perfurasse a regido intercostal do animal. Apés 6 horas do estimulo
foi realizada a transferéncia adotiva e 24 horas apds o estimulo os animais foram eutanasiados

em camara de CO,.

Para a avaliacdo da pleurisia induzida por LPS, os animais tiveram suas cavidades pleurais
expostas e lavadas com 500 pul com PBS-EDTA. A cavidade pleural dos animais foi lavada
com auxilio de uma pipeta automatica. Os lavados pleurais foram recolhidos em tubos de
polipropileno com fundo conico (Eppendorf, Alemanha) e centrifugados a 400 g durante 10
minutos. A contagem do ndmero de leucdcitos totais foi feita em camara de Neubauer e a
contagem diferencial de células mononucleares, neutréfilos e eosindfilos foi realizada em
esfregacos (1 x 10° células, 38 g, 5 minutos) através da coloracdo pelo método de May-
Griinwald-Giemsa. Foram contadas 200 células com o auxilio de microscdpio dptico sob lente
objetiva de imersdo com aumento de 100x. Durante todo este processo os lavados e as

suspensoes celulares foram mantidas a 4°C.

3.9 Transferéncia adotiva

Esplendcitos obtidos de animais naives ou animais que haviam sido submetidos ha 10 dias

a cirurgia (CLP ou sham) foram marcados com CFDA-SE (Invitrogen, EUA) na concentracao
16



de 1 uM com 8 x 10° células/ml de RPMI 1640. As células mononucleares esplénicas foram
incubadas sob agitacdo suave por 15 minutos a temperatura ambiente e logo em seguida
foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido e o processo de
centrifugacao foi repetido mais duas vezes para a completa retirada do CFDA-SE (ao entrar
na célula € quebrado em CFSE, composto que emite fluorescéncia entre 492-517 nm e nao €
lipossoluvel). A contagem total dos leucdcitos foi realizada e as células foram injetadas no
animal receptor (4 x 10’ células por animal em 200 ul de solucdo salina estéril) por injecdo
intra-venosa (i.v.). As células dos animais doadores naives foram injetadas nos tempos de 3 e
8 dias ap0s a cirurgia do animal receptor (CLP ou sham) e a migracdo foi analisada no 10° dia
apos a cirurgia do animal receptor. As células dos doadores submetidos a CLP ou sham foram
retiradas 10 dias apds a cirurgia destes e injetadas i.v. 6 horas apds a inje¢do i.pl. nos animais
receptores (pleurisia induzida por LPS). A migracdo para a cavidade pleural foi analisada 24
horas apds a injecdo i.v.. As células marcadas com CFSE foram recolhidas para anélise por

citometria de fluxo.

3.10 Estimulo in vitro de linfécitos T com anticorpo anti-CD3 para analise da

producio de citocinas

Antes da incubagdo das células 50 pl de uma solu¢do de RPMI 1640 contendo 50
pg/ml de anticorpo anti-CD3 purificado foram adicionados as placas de 96 pocos. A solucdo
permaneceu na placa de 96 pogos por um periodo de 4 horas a 37°C. Foram retirados 40 ul de
cada poco da placa e entdo adicionadas as células para a incubacdo. Os leucdcitos
mononucleares isolados do tecido pulmonar foram adicionados a uma placa de 96 pocos de
fundo chato (Nunc, Dinamarca), 2 x 10° células por pogo, e incubados por 4 horas a 37°C com
5% de CO; sobre o estimulo. Como controle negativo o mesmo processo foi realizado
utilizando somente RPMI 1640. Apéds a primeira hora de incubacio, foi adicionado brefeldina

A (10 pg/ml, Sigma Aldrich, EUA) a solucdo contendo as células.

Ap6s incubagdo, 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 analise da expressao de moléculas de superficie

As células recolhidas do pulmdo, do bago e do sangue periférico foram plaqueadas (1 x
10° células/poco) em uma placa de 96 pocos com fundo em “U” e centrifugadas por 3 minutos
a 964 g. Os pellets foram ressuspendidos em 100 pl de uma solucao de PBS contendo 0,1% de
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azida soédica (PBS-Azida; PBS contendo 0,1% de azida sédica), 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 sitios inespecificos de ligacdo as imunoglobulinas. Apds nova
centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em uma solucdo de PBS-Azida contendo os
anticorpos primdrios necessarios (30 minutos, 4°C). Quando utilizado os anticorpos
biotinilados as células foram centrifugadas novamente e ressuspendidas em uma segunda
solucdo contendo estreptoavidina conjugada com PerCP (30 minutos, 4°C). Como controle
negativo da marcagdo especifica foram utilizados isotipos de anticorpos IgG conjugados a
FITC, PE, PerCP ou biotina sem especificidade as proteinas 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 10° células foram adquiridas no
citdmetro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson, EUA). A andlise dos marcadores de
superficie foi realizada utilizando o software Summit (Dako, EUA). Os dados foram coletados
e expressos em uma escala log de intensidade de fluorescéncia e apresentados como
histogramas. O percentual da subpopula¢io de linfécitos T y8 CD3" e off CD3* foi
determinado em uma regiao fisica, de acordo com a granulosidade e tamanho da célula (figura
4.1). Os nimeros de linfécitos estdo representados como nimero de células por ml (quando
do sangue) ou por nimero total (quando do pulmao e do bacgo). Esses dados foram obtidos
ap6s a multiplicagdo do percentual da populacdo estudada pelo nimero total de leucdcitos.
Ainda, os dados podem aparecer em percentagem de linfocitos 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 baco foram incubadas com brefeldina A (10
pg/ml com 5x10° células/ml) diluida em RPMI 1640 por 4 horas a 37°C e 5% CO,. Em
seguida, foi feita a imunofenotipagem com os anticorpos anti-TCRp e anti-TCRyd. As células
foram fixadas em paraformaldeido 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. Apds a permeabilizagdo, as células
foram ressuspendidas em uma solug¢do de anticorpos contra a citocina em andlise. ApOs
lavagem com PBS-azida-SFB as células foram ressuspendidas em PBS-azida e adquiridas por
citometria de fluxo. A andlise dos marcadores de superficie foi realizada utilizando o
programa de computador Summit (Dako, EUA). Os dados foram coletados e expressos em

uma escala log de intensidade de fluorescéncia e apresentados como histogramas. Para
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determinar o percentual de linfécitos T aff e y9, foi delimitada uma regido fisica e em seguida
foi delimitada uma regido de células TCRaf" e TCRyd". A percentagem de linfécitos

positivos para as citocinas analisadas € feita dentro da regido de linfécitos T af3 ou yo.

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

Foram adicionados a placa de polipropileno de fundo chato com 96 pocos (NUNC®
modelo Maxisorp, EUA) anticorpos de captura diluidos em tampao de cobertura (8 pg/ml; BD
Pharmingen, EUA). Ap6s a incubacao (18 horas a 4°C), os pogos foram lavados com uma
solucdo de tween 20 a 0,05% diluido em PBS (PBS Tween20). O bloqueio dos sitios
inespecificos foi feito com 200 pl 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 pl das amostras e da curva padrdo indicada pelo
fabricante (18 horas, 4°C). Apds nova lavagem a placa foi incubada com 100 pl de anticorpos
biotinilados diluidos em PBS BSA 1% (0,4 pg/ml; 1 hora, 20°C). A placa foi lavada e
incubada (30 minutos, 20°C) com 50 pl de estreptoavidina (Sigma Chemical Company,
EUA), seguida de 100 pl de tampao perborato adicionado de 0,5 mg/ml de OPD até a
revelacdo. A reacdo foi bloqueada com 100 pl de solugao H,SO4 2M e a leitura realizada por

espectrofotometria a 490 nm.

3.14 Analise estatistica

Os resultados apresentados em grificos de barras com dois ou mais grupos foram
avaliados estatisticamente pela andlise de variancia 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 linfécitos T durante a sepse grave
4.1.1 Cinética de acimulo de linfécitos T y6 e ap no pulmao e no baco apés CLP

Ao analisarmos o acimulo de subtipos de linfécitos T no pulmiao de animais submetidos a
CLP, observamos um aumento no nimero de todos os subtipos estudados (linfécitos T afj, T
v6 e seus subtipos: Vy4, Vo4 e V56.3) no tecido pulmonar de camundongos 24 horas apés a
cirurgia (figura 4.1). Nossos resultados mostram uma queda no niimero absoluto de linfécitos
T do primeiro ao terceiro dia apés CLP no pulmao (figura 4.1). Embora ambos os linfécitos T
v6 e aff tenham reduzido em nimero no 3° dia, esta queda ocorreu de maneira diferenciada
nessas duas populagdes. Enquanto o nimero de linfécitos T aff retornou a niveis basais no 3°
dia, o nimero dos linfécitos T yd continuaram elevados quando comparados ao grupo sham
(figura 4.1B). A reducdo no nimero de células observada no 3° dia apés a CLP também foi
observada nos subtipos de linfécitos T yd Vo4 e V6.3 (figuras 4.1E e F). No entanto, é
interessante notar que nao houve redugdo dos linfécitos T Vy4; ao contrdrio, estas células
aumentaram progressivamente até o 10° dia apds CLP (figura 4.1D). Os nimeros elevados de
linfécitos T Vy4 no 3° dia apés CLP observados no pulmio podem estar associados ao fato de

este subtipo de linfécitos T 9 ser residente do pulmao (131).

O 10° dia ap6és CLP foi analisado como um ponto da cinética em que ndao hd mais
infeccdo, no intuito de avaliar os possiveis efeitos secundarios que esta pode ter causado.
Nesse momento observamos que o nimero de linfécitos T permaneceu elevado no pulmao
(figura 4.1). No 10° dia apés CLP os ndmeros de linfécitos T aff e yo no pulmdo se
encontraram aumentados em aproximadamente 6 vezes quando comparados ao grupo sham.

Esse aumento no 10° dia também foi observado para os subtipos Vy4, Vo4 e V56.3.

Foi feita também uma andlise da cinética de acimulo dos linf6citos T no baco. Nesse
6rgao observamos uma redu¢@o no nimero de linfécitos T y6 e aff ja no 1° dia apés CLP. Essa
reducdo se manteve no 3° dia, porém no 10° dia o nimero dessas células havia retornado a
niveis basais (figura 4.2). Analisando os subtipos de linfocito T yd, observamos que o Vy4
apresentou este mesmo padrio, porém os subtipos Vé4 e V66.3 acumularam a niveis acima
dos basais no baco a partir do 3° dia ap6s CLP (figura 4.2). No baco dos animais do grupo
sham, observamos uma redu¢do nos nimeros de linfécitos T yd e aff no 1° dia apds a cirurgia,
no 3° dia esse numero retornou aos niveis basais (dos animais naives). Embora isto ndo fosse

esperado, trabalhos na literatura demonstram que somente a incisdo abdominal estéril ja é
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capaz de alterar a resposta imunoldgica no pulmao (132), sangue, figado e bago (133, 134).
Os valores de animais naives estdo representados nos graficos como controle. No sangue de
animais submetidos a CLP vemos que hd um aumento no nimero de linfécitos T no 3° dia
apés a cirurgia, e que no 10° dia também retornou a niveis basais (dados ndo mostrados).
Esses dados sugerem que os linfécitos T encontrados no pulmao poderiam estar migrando a

partir de 6rgdos linféides secundérios através do sangue para o tecido inflamado.

4.1.2 Analise de morte celular dos subtipos de linfécitos T no pulmao 3 dias apés CLP

E bem descrito na literatura que, durante a sepse, os leucécitos sofrem apoptose
generalizada, o que contribui para o estado de imunoparalisia (51, 135, 136). A andlise de
anexina V por citometria de fluxo é capaz de revelar os linfécitos T que estdo em processo de
apoptose, apoptose tardia e necrose (137). De acordo, ao realizar esta andlise nos linfécitos do
tecido pulmonar, observamos um aumento na porcentagem de linfécitos T vd, aff e Vy4
anexina V' 3 dias ap6s CLP (figura 4.3). No 2° dia ap6s CLP ndo foi observado aumento de
células anexina V' nas populagdes totais de linfécitos T yd e afp. No entanto, houve um
aumento na quantidade de linfécitos T Vy4 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 tendéncia de
aumento no nimero absoluto dos subtipos de linfécitos T analisados no 3° dia apés a CLP
(linfécitos T y& anexina V*: sham, 0,5 x 10° células. CLP, 1,2 x 10° células; linfécitos T Vy4
anexina V*: sham, 1,6 x 10° células. CLP, 29x 10° células; linfécitos T af anexina V*: sham,
5,5 x 10° células. CLP, 8,9 x 10° células). Desse modo é possivel que a reducdo vista nos

linfécitos T no 3° dia apés CLP no pulméo se deva a um aumento na apoptose dessas células.
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Figura 4.1. Acamulo de linfécitos T aff (B), yo (C), Vy4 (D), Vo4 (E) e V56.3 (F) no
pulmao 1, 3 e 10 dias ap6és CLP. Grificos representativos de dois experimentos. A figura A
mostra dotplots representativos do desenvolvimento dos gates e controle do isotipo de IgG
para a obtencdo dos dados neste experimento. Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M. de pelo menos 4 animais por grupo experimental. Diferencas estatisticas entre o grupo
CLP e o grupo sham do mesmo dia (P<0,05) estdo indicadas por (*).
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Figura 4.2. Actiimulo de linfécitos T y6 (A), ap (B), Vy4 (C), V64 (D) e V566.3 (E) no baco
1, 3 e 10 dias ap6s CLP. Graficos representativo de dois experimentos onde foram utilizados,
no minimo 4 animais por grupo. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. de pelo
menos 4 animais por grupo experimental. Diferencas estatisticas entre o grupo CLP e o grupo
sham do mesmo dia (P<0,05) estdo indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da
marcacao com o respectivo isotipo de IgG.
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Figura 4.3. Porcentagem de linfécitos T anexina V* dos subtipos v (A), Vy4 (B) e ap (C)
obtidos do pulmiao no 3° dia apés a cirurgia (sham ou CLP) e dotplots representativos
(D). As porcentagens das células anexina V' foram feitas dentro do gate do subtipo de
linfécitos T analisado. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. de pelo menos 5
animais por grupo experimental. Diferencas estatisticas entre o grupo CLP e o grupo sham do
mesmo dia (P<0,05) estdo indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da
marcagio com o respectivo isotipo de IgG.

24



4.1.3 Expressao de CD25 e c-Fos por linfécitos T durante a sepse

O CD25 ¢ a cadeia a do receptor da IL-2 (IL-2R) e 0 aumento na sua expressdo estd
estritamente relacionada com a ativagdo de linfécitos T (138). Ao se ligar a IL-2, um sinal é
gerado pelo IL-2R, este por sua vez, leva a proliferacao celular (138). Tanto a proliferacdao
aumentada quanto a proliferacdo precoce por linfécitos T yd estdo dentre os provaveis
motivos pelos quais essas células ndo reduzem a niveis basais no pulmao no 3° dia apés CLP.
Analisando a cinética da expressdo de CD25 pelos linfécitos T y6 e aff do pulmado observamos
uma ativagao precoce dos linfocitos T yd constatada por um aumento na porcentagem dessas
células (e seus subtipos) expressando CD25, 3 dias apds a CLP (figura 4.4A). De forma
diferente, os linfécitos T aff ndo apresentaram um aumento na porcentagem de células CD25"
3 dias apds CLP (figura 4.4A e B). O aumento da expressdao de CD25 por essas células foi
observado somente no 10° dia ap6és CLP, tempo em que observamos esse aumento em todos

os subtipos analisados, com exce¢do do Vo66.3.

O fator de transcricdo c-Fos € um potente ativador do gene I/2, responsavel pela
transcricdo do mRNA que traduz IL-2, sendo importante para a proliferacdo (139, 140).
Apesar de uma maior porcentagem de células CD25", os linf6citos T yd no pulmio de animais
submetido hd 3 dias a CLP apresentaram proporcdes iguais aos controle quanto a expressao
de c-Fos (Figura 4.5). O mesmo foi observado para os linfécitos T Vy4 (dados nado
mostrados). Sob as mesmas circunstancias, no entanto, esses animais apresentaram menores
propor¢des de linfécitos T aff expressando c-Fos no pulméo (figura 4.5). Esses dados podem
explicar o nimero reduzido de linfécitos T aff no pulmio de animais no 3° dia apés CLP,
pois, apesar de apresentarem as mesmas taxas de morte celular que os linfécitos T y9, os af
parecem apresentar uma menor capacidade proliferativa, justificada pela menor expressiao do

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

Ao estudarmos a expressio de CD25 nos linfécitos T do pulmdo observamos
caracteristicas que podem ter sido adquiridas no pulmdo, mas também em O6rgdos linféides
secundérios, por células que migraram para o pulmio inflamado. Ao analisar o baco,
observamos que os linfécitos T 0 (assim como seus subtipos analisados) também
apresentaram uma ativacdo em tempos anteriores a observada para os linfécitos T aff. Como
podemos ver na figura 4.6, enquanto as porcentagens de linfécitos T yd CD25" ja estdo
aumentadas no 1° dias p6s-CLP, somente no 3° dia apés a CLP ocorreu um aumento na
porcentagem de linfécitos T afy expressando CD25. A porcentagem de linfécitos T yo
expressando CD25 no baco permaneceu elevada no 10° dia quando comparada ao grupo

sham, o que nao foi visto para os linfécitos T af.
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Figura 4.4. Porcentagem de linfécitos T yo (A), ap (B), Vy4 (C), Vo4 (D) e V56.3 (E)
CD25" obtidos do pulmio 1, 3 e 10 dias apés CLP e dotplots representativos do 3° dia. As
porcentagens das células CD25" nos dotplots estdo dentro do gate do subtipo de linfécitos T
analisado. Foram utilizados, no minimo 6 animais por grupo no ensaio. Os resultados estao
expressos como média + E.P.M. de pelo menos 6 animais por grupo experimental. Diferencas
estatisticas entre o grupo CLP e o grupo sham do mesmo dia (P<0,05) estdo indicadas por (*).
Os gates foram estabelecidos a partir da marcacdo com o respectivo isotipo de IgG.
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dotplots estdo dentro do gate do subtipo de linfécitos T analisado. Foram utilizados, no
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4.1.4 Producao de fatores quimiotaticos no pulmao de animais submetidos a CLP

E possivel que no curso da sepse os linfécitos T 8 estejam proliferando em tempos
anteriores no baco e migrando para o pulmdo. Benjamim e colaboradores (2003) observaram
que no 7° dia apés CLP (no mesmo modelo utilizado neste trabalho) o tecido pulmonar s6
apresentou niveis 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 a
CLP apresentou niveis elevados de CCL2 apds 3 e 10 dias da cirurgia (figura 4.7, inset). J& foi
demonstrado que esta quimiocina é um mediador quimiotatico importante para linfécitos T yo

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

Em experimentos de transferéncia adotiva de esplendcitos de animais naive marcados por
CSFE observamos que, de fato, linfécitos T yd sdo capazes de migrar efetivamente para o
pulmao de animais submetidos a CLP entre 3 e 10 dias apds a cirurgia (figura 4.7A). Houve
uma migracdo reduzida para o pulmio dos animais sham, nos quais as células transferidas

tenderam a ficar no bago e no sangue até o 10° dia (figura 4.7).
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Figura 4.7. Analise da migracao de linfécitos T yo de transferidos adotivamente para o
pulmao de animais 10 dias apdés a cirurgia sham ou CLP. Os esplendcitos obtidos de
animais naives foram marcados com CFSE e transferidos para animais submetidos a cirurgia
sham ou CLP 3 ap6s da cirurgia. Os animais receptores foram eutanasiados 10 dias apds a
cirurgia e foi recolhido pulmao (A), sangue (B) e bago (C) para quantificacdo de linfécitos T
vo através de citometria de fluxo. Como inset, no canto superiror direito estdo os niveis de
CCL2 presente nos pulmdes de animais submetidos a cirurgia sham ou CLP 3 e 10 dias apds a
cirurgia. Na figura (D) estdo dotplots representativos dos linfécitos T y8 CFSE" no pulmao,
sangue e bago. As porcentagens das células CFSE" nos dotplots estdo dentro do gate do
subtipo de linfécitos T analisado. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. de pelo
menos 4 animais por grupo experimental. Diferencas estatisticas entre o grupo CLP e o grupo
sham (P<0,05) estao indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da marcagao
com o respectivo isotipo de 1gG.
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4.2 Avaliacao dos linfécitos T durante a fase de imunossupressao pdés-sepse grave

4.2.1 Capacidade migratoéria de linfocitos T aff e Y6 do baco para sitio de inflamacao

apos sepse grave

Na literatura sdo descritas disfuncdes em DC e linfocitos T CD4 que permanecem mesmo
apos a cura da sepse (28, 31, 76, 77). Analisamos, entdo, a capacidade migratéria de linfécitos
T do baco de animais que passaram por evento séptico a sitios inflamatérios. Esplendcitos
CFSE" obtidos de animais 10 dias apds serem submetidos a cirurgia (sham ou CLP) foram
injetados (i.v.) em animais que foram submetidos a pleurisia causada por inje¢do (i.pl.) com
LPS 6 horas antes da transferéncia. Percebemos que, 24 horas apds o estimulo com LPS, os
linfécitos T yd e os aff de animais sham migram para o sitio de inflamacao (figura 4.8). De
modo interessante, os linfécitos T yo ndo foram capazes de migrar para o tecido inflamado
(figura 4.8). Também observamos uma dréstica redu¢do na migragdo dos linfécitos T off
advindos de animais CLP ao sitio de inflamacao, no entanto, apesar de muito reduzida, houve
diferenca significativa quando comparamos o grupo salina ao grupo LPS (figura 4.8). Esta
diferenca observada na migracdo dos linfécitos T aff de animais CLP ndao pode ser
considerada uma migragdo “adequada” ja que estas tiveram uma menor migragdo ao estimulo

de LPS que os linfécitos T aff de animais sham a salina (P=0,002; figura 4.8B).
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Figura 4.8. Transferéncia adotiva de linfocitos T yo (A) e ap (B) do baco de animais que
submetidos a cirurgia (sham ou CLP) a 10 dias para a cavidade pleural de animais
estimulados com LPS (i.pl). Apés 10 dias da cirurgia os esplendcitos foram marcados com
CFSE e transferidos para os animais receptores (i.v.) 6 horas apds injecdo (i.t.) de LPS (4 x
107 células/animal). A migracdo foi analisada 24 horas apés a injecdo de LPS. Abaixo estdo
dotplots representativos dos linfécitos T y8 CFSE" na cavidade pleural (C). Os resultados
estdo expressos como média = E.P.M. de 5 animais por grupo experimental. Diferencas
estatisticas entre o grupo CLP e o grupo sham (P<0,05) estdo indicadas por (*). Os gates
foram estabelecidos a partir da marcacdo com o respectivo isotipo de IgG.
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4.2.2 Analise da producao intracelular de citocinas de linfécitos T yo e aff

Durante a imunossupressdo apos a sepse grave, os linfécitos T CD4 perdem a capacidade
se comprometer adequadamente tanto com a linhagem Thl quanto com a linhagem Th2
devido a alteracdes epigenéticas (77). No experimento representado na figura 4.9 foram
analisados os niveis basais da producdo de IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF e IL-17 por
linfécitos T yd e af apds estes aumentarem novamente em nimero no pulmao. Através de
marcacdo intracelular e andlise por citometria de fluxo, vemos que, dentre os linfécitos T v9,
houve uma menor porcentagem de células IL-10" ¢ IFN-y" e uma maior porcentagem de IL-
17", mesmo na auséncia de estimulo in vitro (figura 4.9A). De modo contrério, a porcentagem
de linfécitos T aff expressando as citocinas analisadas no pulmao 10 dias apés CLP € igual a
do controle (figura 4.9B). Houve um aumento na porcentagem de linfécitos T yd do pulmao
de animais sham produzindo IL-17 e uma diminui¢do de linfécitos T y6 produzindo IFN-y,
quando estimulados com anticorpo anti-CD3 (5 pg/ml). De modo interessante, observamos
que esse estimulo no foi capaz de elevar ainda mais a porcentagem de linfécitos T y8 IL-17"
ou de diminuir a porcentagem de IFN-y" quando o ensaio foi realizado com as células dos
animais CLP (inset da figura 4.9A). A IL-17 (IL-17A) tem, entre outras funcdes, a capacidade
de atrair neutroéfilos in vivo (143-145). E interessante notar que, de fato, no pulmao de animais
CLP (10 dias ap0s a cirurgia) observamos um acumulo de neutréfilos, mesmo na auséncia de
estimulo secundario (sham: 0,6 + 0,5 x 10° células/pulmao; CLP: 8,6 + 14 x 10°
células/pulmao; P<0,002). Ainda, os linfécitos T yd representam a maioria dos linfécitos T
expressando IL-17 no 10° dias apds a CLP no pulmao (figura 4.10A). A IL-23 e a IL-1P sdo
citocinas capazes de induzir a producdo de IL-17 por linfécitos T y9, no entanto, as elevadas
porcentagens de linfécitos T yd IL-17 no 10° dia apés a CLP parecem ndo se dar pelo
estimulo da IL-23 no pulmao, jd que essa citocina se encontra em quantidade reduzida nessas
circunstancias (sham: 3.290,0 + 282,0 pg/pulmdo; CLP: 2.474,0 + 224,0 pg/pulmao;
P=0,047). Nestas circunstincias observamos um aumento na quantidade de IL-1 no pulmao
(sham: 205,0 + 58,7 pg/pulmao; CLP: 512,8 + 112,2 pg/pulmio; P=0,035), entretanto, a
literatura mostra que essa citocinas s6 € capaz de estimular a producdo de IL-17 em
sinergismo com a IL-23 (86). Para melhor compreendermos os mecanismos da produgao de

IL-17 mais estudos deverao ser realizados.
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Figura 4.9. Porcentagem de células IL-4", IL-10", IL-12*, IFN-y", TNF" e IL-17" dentre
os linfécitos T v6 (A) e ap (B) do pulmao de animais 10 dias apods cirurgia (sham ou
CLP). As células foram cultivadas por 4 horas com brefeldina A (10 pg/ml), submetidas a
marcacdo intracelular e analisadas por citometria de fluxo. No inset da figura A as células
estavam na presenca ou auséncia de anticorpo anti-CD3 (5 pg/ml). Os resultados estdo
expressos como média + E.P.M. de 4 animais por grupo experimental. Diferencas estatisticas
entre o grupo CLP e o grupo sham (P<0,05) estdo indicadas por (*). Os gates foram
estabelecidos a partir da marcacdo com o respectivo isotipo de 1gG.
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brefeldina A (10 pg/ml). Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. de 4 animais
por grupo experimental. Diferencas estatisticas entre o grupo CLP e o grupo sham (P<0,05)

estdo indicadas por (*). Os gates foram estabelecidos a partir da marcagdo com o respectivo
isotipo de IgG.
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5. Discussao

Durante a sepse ocorre uma ripida e intensa producdo de citocinas e quimiocinas no
pulmao (23, 31) que, como consequéncia, leva a um acimulo de leucécitos neste 6rgao (22,
23, 29, 30, 43). De acordo com a literatura, neste trabalho observamos um grande aumento no
nimero de linfécitos T yd e aff e de seus subtipos Vy4, Vo4 e V§6.3 no pulmio no 1° dia apds
a CLP. Este fendmeno também foi descrito por Hirsh e colaboradores em relacdo aos
linfécitos T yo (67). Em contraste, no 3° dia apds a cirurgia, observamos uma reducdo a niveis
basais no nimero de linfécitos T aff no pulmao, o que parece se dar por um aumento na morte
celular, fendmeno comum em linfécitos durante a sepse grave (47-50). Embora os linfécitos T
v6 tenham propor¢des semelhantes de morte celular, € interessante notar que o nimero dessas
células no pulmao permaneceu elevado, ocorrendo somente uma pequena redugdo, o que foi
também observado para os subtipos Vo4 e V56.3, mas ndo para o Vy4 que permaneceu em
constante aumento até o 10° dia. Apesar de ndo sofrerem reducdo no pulmio no 3° dia, os
linfécitos T Vy4 também apresentaram um aumento na porcentagem de células mortas. E
possivel que haja um aumento na proliferacdo e/ou na migracao destas células para o pulmao
que compense a morte celular e faca com que seus numeros permanecam elevados neste
6rgdo. Ao observar a cinética do acimulo de linfécitos T y6 no pulmao apés a CLP, Hirsh e
colaboradores (2004) também observam um aumento progressivo no nimero dessas células,
no entanto, sem a reducdo que nds observamos no 3° dia. Possivelmente os autores nao
observaram reducao nos nimeros de linfécitos T no 3° dia devido a diferengas nos modelos
experimentais, o que leva a diferentes niveis de gravidade da sepse. O modelo que os autores
utilizaram € um modelo de sepse branda, que nao foi capaz de induzir apoptose de linfocitos T
vo. Enquanto os autores fizeram uma tnica perfuracdo com agulha de 21 gauge, no nosso
modelo sdo feitos 9 perfuracdes com o mesmo didmetro de agulha. Como observamos um
aumento semelhante na mortalidade celular tanto para os linfécitos T aff quanto para os yd e
Vv4, nos coube avaliar outros possiveis motivos para as diferencas observadas entre estes

subtipos no fendmeno descrito.

Ao ser ativado, o linfécito T aumenta a expressdao de CD25 (cadeia o do receptor de
IL-2; IL-2R) e produz IL-2 (138). Esta citocina tem func@o autdcrina e se liga ao IL-2R que,
por sua vez, envia um sinal de proliferacdo a célula (138). Durante esse processo, um dos
fatores de transcri¢do recrutados é o c-Fos, que se liga ao promotor da /I-2 e aumenta a

producdo de IL-2 (139, 140). Ao analisarmos o pulmao de animais durante e apds a sepse
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grave, observamos que os linfécitos T yd tem uma ativacio precoce, quando comparados aos
linfécitos T af, avaliada pela expressao de CD25. De modo interessante, notamos também
que durante a sepse houve uma diminui¢do na propor¢cdo de linfécitos T aff no pulmio
expressando c-Fos, fendmeno que ndo ocorreu com os linfocitos T yo. O fato dos linfécitos T
of3 apresentarem um aumento na expressao de CD25 no 3° dia apés CLP, mas ndo de c-Fos,
pode estar ligado ao aumento de células Treg, tal como observado por Cavassani e
colaboradores (2010) também no 3° dia apés CLP no bago. Ainda, a andlise da ativacdo (pela
marcacdo de CD69) em linfécitos T yd6 do sangue de pacientes com sepse revelou que estes
linfécitos, mas ndo os af}, estavam ativados durante a sepse (68), suportando essa hipotese.
Esses dados sugerem que os linfécitos T y6 podem ter uma capacidade maior de proliferagdo
que os linfécitos T aff nessas circunstancias. De acordo, foi observada uma incapacidade de
proliferagdo dos linfécitos T (146) e linfécitos T CD4 (146, 147) 24 horas apds a cirurgia de
CLP. Carson e colaboradores observaram que os linfécitos T CD4 efetores permanecem
incapazes de proliferar de maneira eficaz até 14 dias apos CLP (77). Esses resultados sugerem
que o motivo da reducdo do nimero de linfécitos T aff no pulmio, ndo observada nos

linfécitos T 0, seja devido a diferencgas na capacidade proliferativa destas células.

Ao analisarmos a cinética de acimulo e a fenotipagem de linfécitos T no tecido
pulmonar estamos provavelmente analisando células que proliferaram em o6rgdos linféides
secundérios e migraram para o pulmao. No presente trabalho, observamos que logo no inicio
da sepse ocorreu uma reducdo no nimero de linfécitos T v e aff no bago, assim como nos dos
subtipos de linfécitos T 9, que retornam a niveis basais até o 10° dia. De acordo, Cavassani e
colaboradores também observaram uma redu¢@o no nimero de esplendcitos durante a sepse
que voltou a niveis basais apds a sindrome (78). Observamos ainda um aumento na
porcentagem de linfécitos T aff expressando CD25 no 3° dia, que retorna a niveis basais uma
vez passado o evento séptico. Fato este também observado ocorrer com os linfécitos T
auxiliares (78). Em relagdo aos linfécitos T yd, observamos que estas células (e seus subtipos)
J4 apresentavam elevada expressdo de CD25 no bago no primeiro dia apds CLP, que perdurou
até o 10° dia. A ativacdo dos linfécitos T y6 ou af ocorreu primeiro no bago, quando
comparado ao pulmao. Este fato reforca a idéia de que estas células poderiam estar
proliferando no bagco e migrando para o pulmao. Em adicao, na literatura existe um trabalho
que descreve que os linfécitos T yo sdo capazes de proliferar de forma independente de 6rgaos
linféides secunddrios (114), no entanto grande parte da literatura demonstra que o foco
principal de proliferacdo destes linfocitos T yd sejam os 6rgdos linféides secundérios (114,

141, 148). Ao analisarmos a capacidade quimiotética do pulmao apés CLP (por transferéncia
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adotiva de esplenécitos CFSE™) observamos um influxo aumentado de linfécitos T yd para o
orgdo. Essa capacidade quimiotidtica do pulm@o de animais submetidos a CLP pode ser
justificada pela constante produ¢do de CCL2 neste 6rgdo. A importancia da CCL2 para a
migracdo de linfécitos T y6 € bem descrita (112, 141), assim como sua liberacdo em
momentos iniciais da resposta séptica (31, 149) e 15 dias ap6s CLP (28). Mais estudos serdo
necessarios para avaliar as consequéncias deste “‘comportamento” diferenciado dos linfocitos
T vo em relacdo aos linfocitos T aff na fase aguda da sepse, no entanto, ja foi observado que
em modelos de sepse grave os linfécitos T yd contribuem para a mortalidade dos animais na
fase inicial da sindrome (39, 40). Nesta fase, os linfécitos T yd sdo as principais produtoras
de IL-17 (39, 40), além de regularem a produgdo de outras citocinas pro-inflamatdrias (119,
120), o que pode contribuir para a chamada “tempestade de citocinas” e assim aumentar o
indice de mortalidade. Considerando que o pulmao é um dos 6rgdos mais acometidos durante
a sepse (20, 21), a reducdo dos linfécitos T yd nos pulmdes poderia contribuir para a melhoria

da sobrevida nos pacientes.

No 10° dia ap6s o inicio da sepse observamos no pulmio que houve um aumento no
ndmero de linfécitos T v3, dos subtipos V84, V56.3 e Vy4 e de linfécitos T ap. E importante
notar que, apds a sepse grave, apesar do aumento no influxo celular, pode ocorrer uma
reprogramagdo funcional nos leucdcitos (28, 31, 76-78). Estas reprogramagdes ocorrem de
modo que deixam o hospedeiro imunossuprimido e, consequentemente mais susceptivel a
infeccdes secunddrias (28, 31, 75) e ao crescimento tumoral (78). Esse € um fendomeno
posterior, e possivelmente uma continuacdo, a sindrome da resposta antiinflamatéria
compensatdria (CARS) observada durante o evento séptico (8, 78), que se inicia nos primeiros
dias da sepse (28, 150). Um estudo com camundongos em um periodo de 2 meses apds a
sepse demonstrou que a imunossupressao permanecia (76, 78). Em humanos ja foi observado
que, mesmo apdés 5 anos do evento séptico, os individuos que passaram por esse quadro
apresentam um risco de morte aumentado devido a infec¢des secundarias (70). Uma vez que o
pulmdo é um dos 6rgdos mais acometidos durante a sepse € que para ocorrer uma resposta
inflamatéria eficiente neste Orgdo € necessdria uma migracdo de linfocitos T a este;
investigamos a capacidade de migracdo dos linfécitos T yd e aff do bago de animais que
haviam passado por um evento séptico grave a um sitio inflamatério. Ao realizar estes
experimentos observamos que tanto linfécitos T yd quanto off estavam com capacidade
migratoria prejudicada no 10° dia apés a CLP. De acordo, Carson e colaboradores
demonstraram que linfécitos T auxiliares (CD4") permanecem com funcdes alteradas apds o

evento séptico (77), caracterizadas pela dificuldade de proliferar e de se comprometer com
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uma linhagem de linfécitos T auxiliares. Apesar de os linfécitos T yo e afy do baco ndo
migrarem no 10° dia ap6s CLP, observamos um aumento no nimero destas células no pulmao
neste tempo. Existe a possibilidade de que os linfécitos T v e afy estejam migrando para o
pulmdo em dias anteriores ao 10°, em um momento em que estas células ainda estejam
capazes de migrar frente a um estimulo inflamatério como, por exemplo, a CCL2, cuja
producdo se encontra aumentada no pulmio no 3° e 10° dia. Deste modo, € possivel que a
incapacidade migratéria dos linfécitos T yo seria adquirida somente dias apds a resolucao da
resposta inflamatéria da sepse. Outra possibilidade € que os linfocitos T yo e afy de outros
orgdos linféides, tais como do linfonodo tordcico, ndo apresentem este comprometimento
(como as células do baco) e migrem para o tecido pulmonar. Entretanto, para investigar estas

hipéteses, mais experimentos serdo necessarios.

Existem muitos trabalhos na literatura que abordam a regulagdo entre a resposta Thl e
a resposta Th2 (151, 152). Essa regulacdo € feita pelos fatores de transcri¢do T-Bet e GATA-
3, responsdveis por promoverem a resposta Thl e Th2, respectivamente, e que inibem-se
mutuamente (153). H4 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 familia da IL-17) € uma citocina da familia IL-17 regulada pelo fator de transcricio RORyt
e estd associada a um perfil celular denominado Th17 (154). A IL-17 esta relacionada a
migracao in vivo de neutréfilos e foi demonstrado que esta citocina também tem uma grande
importancia no clearance de bactérias (143, 145). Em paralelo, ja foi observado que os
linfécitos T yo apresentam tanto fungdes regulatérias quando pré-inflamatdrias, que podem
ser mediadas por citocinas (93, 155). Durante o evento séptico ja foi demonstrado que estas
células representam a principal fonte da citocina IL-17, no entanto, uma vez passado o evento
séptico, essa producdo ja ndo é mais observada (39, 40). Em outros modelos de infeccao
também foi observado que os linfécitos T yd sdo uma importante fonte de IL-17 (115-117,
156-158), sendo uma das principais células a produzi-las no pulmao (159) e a principal em
orgdos linféides periféricos (160). No nosso trabalho observamos um aumento no nimero de
linfécitos T yd IL-17" no pulmdo de animais 10 dias ap6s a CLP e ao mesmo tempo houve
uma reducdo dos linfécitos T y8 IFN-y" e IL-10". O papel da IL-17 na resposta Th1 ou Th2
ainda ndo é completamente entendido (154, 161, 162). Em um modelo de infec¢do pulmonar
por bactéria intracelular foi observado que a IL-17 estd relacionada ao aumento da produgdo
de IFN-y, mas também a diminuicdo de IL-4 e IL-10, aparentemente de forma dependente de
DC (161). De modo diferente, e de acordo com o0s nossos resultados, foi demonstrado que

linfécitos T yd IL-17" ndo produzem IFN-y ou IL-4 (160, 163). Esse balan¢o na produgio de
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citocinas do perfil Thl, Th2 e Th17 parece depender dos subtipos de linfécitos T yo: células
Vy4/V84 1L-17" ndo produzem IFN-y, no entanto ji foi observado que os linfécitos T
Vy6/Vo61 podem produzir ambas simultaneamente (164). N6s observamos que além de estas
células estarem produzindo IL-17 10 dias ap6s a CLP, os linfécitos T y6 s@o a principal célula
produzindo essa citocina dentre os linfocitos T. Nesse estdgio, ndo observamos diferenca na
propor¢do de linfécitos T aff expressando IL-17 ou qualquer uma das citocinas analisadas
entre os animais submetidos a cirurgia sham e CLP. De fato, Carson e colaboradores
demonstraram que linfécitos T auxiliares de animais pds-sépticos foram incapazes de se
comprometer tanto com a linhagem Thl quando com a Th2 (77). Nesse trabalho os autores
ainda mostraram que os linfécitos T auxiliares aumentam a produgdo de IL-27, uma citocina
que pode ser considerada como imunossupressora em certas condi¢des (165-167). E
interessante notar que existem trabalhos demonstrando que durante a fase aguda da sepse
diversos genes pré-inflamatdrios sdo silenciados no bago, mas nio o sdo no pulmao (54). A
reprogramacgdo genética diferenciada entre leucdcitos presentes no baco no e pulmdo foi
observada ndo s6 em camundongos, mas também em humanos (54). Porém, este fendmeno
ainda ndo foi descrito durante a fase de imunossupressdo poés-sepse. Neste trabalho nods

observamos que € possivel que este fendOmeno também ocorra apds a sepse grave.

O fato de que no 10° dia ap6s CLP observa-se um nimero aumentado de linfocitos T
v0 e aff expressando CD25, poderia significar um aumento na ativacdo destas células. De fato,
embora os linfocitos T yd aparentem estejam ativados com um aumento na produgdo de IL-
17, os linfécitos T aff ndo se encontram produzindo nenhuma das citocinas do perfil Th1, Th2
ou Th17 analisadas. O fendmeno observado para os linfécitos T afy poderia ser explicado por
um aumento no ndmero de linfocitos Treg no pulmio desses animais. Suportando esta
hipétese, Cavassani e colaboradores observam que, de fato, durante a imunossupressao pos-
sepse os linfécitos T adquirem um perfil de linfécitos Treg (78). Assim, embora os linfécitos
T v6 e af ndo estejam com capacidade migratéria “adequada” apds evento séptico, 0s
linfécitos T yd do pulmio sdo capazes de produzir elevados niveis de IL.-17, ao contrario dos

linfécitos T af.

Na literatura, alguns artigos mostram que a IL-23 € necessdria e suficiente para a
producdo de IL-17 por linfécitos T yd, assim como para a proliferacio e manutengdo dos
linfécitos T vy IL-17" (158, 164, 168). Além disso, existe um consenso de que a IL-23 induz
producdo de IL-17 por linfécitos T yd sem a necessidade de estimulo por TCR (169).
Entretanto, hd um trabalho que demonstra que embora seja pequena, a produgdo de IL-17 por
linfécitos T yd pode ser induzida por estimulo do TCR (115). A IL-1pB € outra citocina
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envolvida na producdo de IL-17. N6s observamos que no 10° dia apds a CLP, a IL-17 se
encontra em quantidades elevadas no pulmao. A IL-1f € capaz de aumentar a producdo de IL-
17 na presenca de IL-23, no entanto ndo é capaz de fazé-lo na sua auséncia (86). Nossos
resultados mostram que, embora haja uma grande quantidade de linfécitos T yo produzindo
IL-17 no pulmdo, a quantidade de IL-23 neste 6rgdo estd diminuida no 10° dia ap6s CLP.
Além da reducdo de IL-23 no pulmao, € provdvel que os niveis desta citocina também estejam
diminuidos em outros 6rgdos. Sabe-se que as células dendriticas (DC) sdao uma fonte
importante de liberacdo de IL-23 (164, 170) e que, estas se tornam incapazes de produzir IL-
12 apds a sepse grave devido a modificagdes epigenéticas, i.e. metilagcdes de determinadas
histonas (76). Estas metilacOes ja foram encontradas nos genes que sintetizam as proteinas IL-
12p35 e IL-12p40, constituintes da IL-12 (76). De maneira diferente, a IL-12p40 em conjunto
com outra proteina, a IL-23p19, forma a IL-23 (170). Como as DCs apresentam a produgao da
proteina IL-12p40 prejudicada sistemicamente, inclusive nas suas progenitoras na medula
Ossea, € provavel que a diminui¢do de IL-23 observada no nosso modelo ndo ocorra somente
no pulmao. Neste caso, ndo existiria possibilidade de que o aumento da producao de IL-17 por
linfécitos T yd fosse uma consequéncia do aumento da sinalizacdo através da IL-23. Em
outras palavras, os linfécitos T yd ndo estariam recebendo este sinal no pulmao ou em outros
orgaos, no entanto aumentam a produgdo de IL-17. Uma possivel justificativa para o aumento
de linfécitos T yd IL-17" apds a sepse esté relacionado 2 liberagio de TGF-B. A liberacdo
desta citocina durante (171) e apds (28) choque séptico é confirmada na literatura. Ainda, Do
e colaboradores (2010) demonstraram que durante a fase de desenvolvimento dos linfécitos T
vd no timo a TGF-B1 estd envolvida com o direcionamento dos linfécitos T yd para a
producdo de IL-17 (160). O aumento na liberacdo de TGF-B1 poderia estar relacionado ao
aumento de linfécitos T yd IL-17" no pulmdo pds-sepse por uma estimulacio da produgio

dessas células, no entanto para fazer tal afirmagdo, mais experimentos sdo necessarios.

Acredita-se que no modelo de artrite induzida por coldgeno os linfécitos T Vy4 (mas
nao outros subtipos) produzam IL-17 sem a necessidade da IL-23, somente com estimulo do
TCR (102, 164). Além do mais, neste modelo os linfécitos T Vy4 sdo as principais produtoras
de IL-17 (102). E interessante notar que no 10° dia apés a CLP podemos observar que metade
dos linfécitos T y8 do pulmdo sdo Vy4* (fig. 4.1). E possivel que estas células sejam as
principais produtoras de IL-17 neste modelo e que o estejam fazendo em resposta a ativagao
através do TCR, com uma possivel contribuicdo da IL-1B, que se encontra aumentada no
pulmdo no 10° dia apés CLP. Outra possibilidade € dos linfécitos T yd estarem sofrendo uma

reprogramagdo, como a que ¢ vista em outras células durante a imunossupressao pos-sepse,
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talvez nesta hipotese estas estariam produzindo IL-17 independente do sinal da IL-23 ou do

TCR.

Outra possivel explicacdo para o aumento na producdo de IL-17 por linfécitos T o
leva em conta a selecdo intra-timica. Apds evento séptico ocorre uma re-populacio de
linfécitos devido a grande perda ocorrida no evento apoptético (46). Ademais, estudos
recentes mostram que quando linfécitos T yd6 ndo reconhecem nenhum antigeno durante a
selecdo positiva ou negativa no timo, ao invés de entrarem em apoptose como o fariam os
linfécitos T aff, estes se tornam produtores de IL-17 (106, 107). Em paralelo: (i) durante o
evento séptico é observado uma disfuncio, assim como uma diminuicdo do timo (172); (ii)
também € observada uma deplecdo em todo o corpo de DCs (76, 173), células que contribuem
para a selecdo positiva e negativa no timo (174); (iii) diferente da maioria dos subtipos de
linfécitos T yd, o subtipo Vy4 continuam a ser produzidos no timo de camundongos adultos
(164); (iv) mesmo apds a sepse o pulmao continua a produzir CCL2, citocina quimiotatica
para linfécitos T y6. Ainda, Do e colaboradores observaram que até os 2 meses de idade os
camundongos mantém uma liberagdo de timdcitos T yd IL-17" mesmo em camundongos
naives (160). Como consequéncia, se a disfuncdo que ocorre no timo comprometer a selecao
positiva, pela auséncia das DCs que fariam a selecdo, os linfécitos T aff entraria em apoptose
por ndo encontrarem um antigeno no timo que fizesse a sele¢ao positiva e assim diminuiriam
em nimero na periferia. De modo diferente, os linfécitos T yd ndo sé ndo estariam com niveis
aumentados de apoptose no timo, como se tornariam produtores de IL-17 por ndo sofrerem
selecdo positiva e poderiam migrar para o tecido pulmonar. De fato, esses fendmenos sdao
observados nos nossos resultados, entretanto para confirmar tal hipétese sdo necessarios mais

experimentos.

Em um modelo de sepse branda foi observado que hd um aumento no ndmero de
linfécitos T y8 IL-10%, IFN-y" ¢ TNF' no pulmio apds a sepse, nesse trabalho foi proposto
que a liberacdo de IL-10 tem um papel regulador sobre neutréfilos neste modelo (67). Ao
contrério, no nosso trabalho as trés citocinas em questao se encontravam em baixos niveis e a
IL-17 aumentada, citocina que, ao contrdrio da IL-10, estimula a migracdo in vivo de
neutrdfilos. Essa observacdo mostra diferentes consequéncias da sepse nos linfécitos T yo
dependendo da gravidade da sindrome. De fato, de um modo geral, os linfécitos T yd sao
capazes de apresentar diferentes papéis em diferentes estdgios da resposta inflamatéria a
infec¢des, contribuindo tanto para o desenvolvimento, quanto para o controle da resposta. Em
algumas infecgdes os linfécitos T yd apresentam um papel pré-inflamatério na fase inicial,
caracterizado pela produgdo de mediadores como o interferon (INF)-y, modulando células da
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resposta inata (natural killer e macréfagos) e adquirida (linfécitos T aff). Numa fase mais
tardia, estes linfécitos passam a apresentar um perfil antiinflamatdrio, produzindo mediadores
tais como IL-10, mediando apoptose de macréfagos ativados, modulando negativamente os

linfécitos T af e participando do reparo tecidual (93).

Dentre as provdveis consequéncias da producdo exacerbada de IL-17 estd a
possibilidade de que esta facilite uma inflamacao cronica ja que esta citocina pode aumentar o
nimero de neutréfilos e outros mediadores inflamatérios no pulmdo. No entanto, embora
todas as células estudadas até o momento estejam contribuindo para a imunossupressio €
provdvel que a produgdo de IL-17 no pulmiao pelos linfécitos T y6 contribua para o aumento
na quantidade de neutréfilos neste 6rgdo. Este fato poderia contribuir para a diminui¢do do
quadro de imunossupressiao. Confirmada essa possibilidade, a ndo reduc¢do dos linfécitos T yd
em um momento inicial no pulmao (3° dia apés CLP), embora possa piorar o quadro durante a
sepse aumentando a inflamacdo, poderia ser benéfica apds a sepse. Fazem-se necessarios,
entdo, estudos posteriores para avaliar a importancia dos linfécitos T yo durante a sepse e

também durante a fase de imunossupressao.

Em sintese, nosso trabalho demostra que os linfécitos T yd tem um comportamento
diferenciado dos linfécitos T off durante e apds a sepse. Durante a sepse, estas células
parecem estar ativadas e, embora apresentem uma dificuldade na migragcdao para o tecido
inflamado, estas células sdao capazes de produzir IL-17, sendo as principais produtoras desta

citocina no pulmao.
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6. Conclusoes

A CLP induz uma inflamagdo pulmonar caracterizada pelo actimulo de linfécitos T 9o,
(de seus subtipos Vy4, Vo4 e Vo6.3) e de linfécitos T aff neste 6rgdo. Apds um
acumulo inicial durante a sepse grave, os linfécitos T aff retornam a niveis basais

(provavelmente devido a apoptose) o que nao ocorre com os linfécitos T 9;

Os linfécitos T y0 (e os seus subtipos Vy4, Vo4 e V§6.3), assim como os linfécitos T
afy diminuem em nimero no baco durante a sepse grave e retornam a niveis basais

apos esta, sugerindo que estes estejam migrando para o pulmao inflamado;

Os linfécitos T yo aparentam estar proliferando em momentos anteriores aos linfécitos

T af3, de acordo com a expressido de CD25 nestas células obtidas do pulmao e do bago;

Apds a sepse, os linfécitos T yd e afy do bago foram incapazes de migrar para o

pulmao inflamado, apesar do aumento na produ¢dao de CCL2 neste 6rgao;

Na fase de imunossupressao pds-sepse os linfécitos T yo sdo o principal subtipo a
produzir IL-17 no pulmio. Estes linfécitos apresentam também diminui¢do na
producdo de IL-10 e de IFN-y. Ao contrdrio, ndo foi observada nenhuma alteragdo nas

citocinas analisadas nos linfécitos T af.
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Figura 6.1. Linfécitos T yo e app no baco e no pulmiao durante e apés a sepse grave.
Durante a fase aguda da sepse grave os linfécitos T y0 e aff acumulam no pulmdo. Os
linfécitos T yd parecem ser ativados em momentos anteriores aos linfécitos T aff (tanto no
baco quanto no pulmio), assim como se mantém em nimeros elevados no pulmao durante
toda a resposta. Na fase de imunossupressao, os linfécitos T yd e aff do baco mostram uma
capacidade migratéria diminuida. Nesta fase, os linfocitos T y8 do pulmio sdo os principais
linfécitos produtores de IL-17.
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