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RESUMO

A gravidade da sepse estd associada a resposta inflamatéria sistémica
desencadeada pela inabilidade do sistema imune em circunscrever o crescimento de
um microrganismo durante uma infec¢ao. Varios mecanismos imunolégicos tém sido
propostos na infecgdo causada por microrganismos, como a atuacao dos linfécitos e
monocitos e a producdo concomitante de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias. Entretanto a participacdo das células T CD4 e CD8 bem como dos
mondcitos/macréfagos na sepse ainda é pouco conhecida. A caracterizacdo dessas
células e o seu papel tem sido objeto de intenso estudo devido ao seu papel critico
na manutencdo e/ou no controle da resposta aos microrganismos causadores da
sepse. Desta forma, no presente estudo foram avaliados o perfil fenotipico dos
mondcitos CD14" e das populacdes de linfocitos T (CD4* e CD8") em pacientes com
sepse. Dentro desse contexto foram avaliados a expressao de moléculas ativadoras
(CD62L e CD69), co-estimuladoras (CD80 e CD86), apoptodticas (Granzima A e B) e
de reconhecimento de antigenos (TLR2 e TLR4), bem como a producdo das
citocinas pro-inflamatorias (IL-17, TNF-a e IFN-y) e anti-inflamatéria (IL-10). Nossos
resultados mostraram que mondcitos CD14" de pacientes com sepse apresentaram
menor expressdo das moléculas TLR-2, CD86, HLA-DR e aumento do TNF-a
citoplasmatico, e que pacientes com sepse possuem maior frequéncia de células
CD4'CD62L" CD69"ativadas quando comparado com individuos saudaveis. As As
células T CD4" apresentaram maior expresséo das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10
enquanto os linfécitos CD8" apresentam maior frequéncia de granzima A e IFN-y nos
pacientes com sepse em relacdo aos individuos saudaveis. Em conclusdo, os
resultados obtidos neste trabalho trouxeram um melhor entendimento sobre o perfil
fenotipico dos mondécitos e das células T nos pacientes com sepse e demonstrou-se
a plasticidade dessa populacéo celular, podendo atuar na supressao, modulacéo e

até mesmo na manutencao da inflamacgéo desencadeada pela sepse.

PALAVRAS-CHAVES: SEPSE, CITOCINAS, CELULAS T, MONOCITOS
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ABSTRACT

The severity of sepsis is associated with the inability of the immune system to
control the growth of the microorganism during infection. Several mechanisms have
been proposed to explain how microorganisms cause immune infections. Some
explanations are based on the activity of lymphocytes and monocytes with
concomitant production of pro-inflammatory and anti-inflammatory molecules.
However, the involvement of T cells CD4 and CD8 and monocytes in sepsis is still
unknown. The characterization of these cells and their role has been the subject of
intense study due to its critical role in maintaining and/or control of the response to
microorganisms causing sepsis In this study we evaluated the phenotypic profile of
CD14" monocytes and CD4" and CD8" T lymphocytes from patients with sepsis.
Additionally, we analyzed the expression of activation (CD69), costimulatory
molecules (CD80 and CD86), apoptotic markers (granzyme A and B) and TOLL LIKE
receptors (TLR2 and TLR4), as well as proinflammatory cytokines (IL-1f3, IL-17, TNF-
a and IFN-g) and anti-inflammatory cytokine (IL-10). Our results showed that CD14"
monocytes from septic patients present lower expression of TLR-2, CD86, HLA-DR
and increased expression of TNF-a. These patients also present higher frequency of
CD4'CD62L" CD69" activated T cells in peripheral blood when compared to healthy
donnors. The CD4'T cells from septic patitens present higher levels of IFN-y, IL-17
and IL-10 and CD8" T cells increased frequency of granzyme A and IFN-y when
compared to healthy subjects. In conclusion, our results provide a better
understanding of the phenotypic profile of monocytes and T cells from patients with
sepsis and demonstrated the plasticity of these cells and may act in suppression,

modulation and even in the maintenance of inflammation triggered by sepsis.

KEYWORDS: SEPSIS, CYTOKINES, T CELLS, MONOCYTES.
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Introducao

1.0. INTRODUCAO

A sepse resulta de uma interacdo entre 0 agente patogénico e o sistema
imune levando a uma reacdo inflamatéria acompanhada de manifestacdes
sistémicas que, em algumas circunstancias, pode por em risco a vida do individuo
uma vez que diversos 6rgaos, especialmente pulmdes, figado, rins e coragéo,
apresentam insuficiéncia, que muitas vezes pode ser irreversivel (Kasten et al,
2010). Certamente, uma das dificuldades que podem ser encontradas € que a sepse
humana ocorre de maneira diferente ao que é reproduzido experimentalmente com
maior controle em modelos animais (Gosemann et al., 2012). Dentre os fatores que
diferenciam os eventos pode-se destacar a alta diversidade da resposta fisioldgica e
imunolégica humana (Sriskandan et al., 2008; Krishna et al., 2011). Como parte
desses mecanismos que levam a ineficiéncia dessas células ndo estao
completamente esclarecidos satisfatoriamente, torna-se de extrema importancia a
necessidade de elucidar essas vias para uma melhor compreensdo do papel
molecular dessas células na progresséao da sepse.

Alguns estudos demonstram que na sepse 0s componentes pré-inflamatérios
atuam em conjunto com os componentes de anti-inflamatérios levando ao fenémeno
conhecido como "paralisia imunoldgica"™ ou "reprogramacao de leucécitos”, que é
caracterizado por anergia, apoptose e diminuicdo da capacidade de reconhecer
antigenos por parte dos linfocitos (Hein et al., 2010). Desta forma é induzido um
estado de imunossupressao, que prejudica a elimina¢cdo do microrganismo na sepse
complicando ainda mais o quadro de infeccao (Saito et al., 2008; Hein et al., 2010).

Alguns estudos mostram que a gravidade da sepse se correlaciona com
problemas de reconhecimento e apresentacdo de antigenos por parte de células
APCs (Oberholzer et al. 2001). No processo de infeccdo da sepse 0s mondcitos que
entraram em contato com o antigeno, interagem principalmente com células T CD4"
levando estas a proliferar e se tornarem células efetoras (Miller et al., 2007). Estas
células efetoras sdo importantes produtoras de citocinas pro-inflamatérias, como o
IFN-y, atuando nas células responsaveis pela eliminacéo da infeccdo (Enoh et al.,
2008). Existem controvérsias sobre o beneficio desta citocina apos um certo tempo

de infeccdo, pois a resposta inflamatoria exacerbada muitas vezes contribui para a
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lesdo de tecidos. Assim, a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, é
necessaria a fim de evitar grandes danos resultantes da resposta inflamatéria (Voll
et al. 1997). Voll e colaboradores (1997) sugerem que as células T CD4" podem
controlar os aspectos da resposta imune inata durante a sepse. A infeccdo também
provoca aumento de células T CD8" que eliminam o patdégeno por lise de células
lesadas e/ou infectadas através da secrecdo de proteases, tais como granzimas
(Barber et al. 2006).

A alta diversidade na resposta imune levanta diversos questionamentos sobre
0S mecanismos que levam a ineficiéncia de células T na eliminagdo da infeccao.
Nesse contexto, compreender como as respostas celulares que influenciam a
resposta inflamatéria podem estar associadas a susceptibilidade ou a resisténcia as
infeccbes, constituem importante alvo para esclarecer ndo somente como esses
mediadores podem estar participando na sepse, mas compreender as limitagcoes

obtidas nos achados experimentais até o presente momento.
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2.0. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Sepse: defini¢cBes e aspectos epidemioldgicos

Definida geralmente como a resposta inflamatoria sistémica causada por uma
infeccdo (Sriskandan et al., 2008), a sepse € considerada uma das maiores causas
de morte entre pacientes admitidos em Centros de Terapia Intensiva (CTI), sendo
uma doenca desafiadora para a medicina. Muitas vezes o diagndstico e o tratamento
dessa doenca ndo acontecem em tempo habil, deixando margem para a ocorréncia
de disfuncdo de multiplos 6rgdos e sistemas. Embora os dados sejam escassos,
estima-se que no Brasil sejam diagnosticados anualmente cerca de 400.000 novos
casos de sepse grave, com ocupacédo significativa dos leitos de terapia intensiva
(Henkin et al., 2009). Em outros paises, a mortalidade total é de aproximadamente
30%, alcancando 40% em idosos, e 50% ou mais em pacientes com a sindrome
mais grave, como o choque séptico (Henkin et al., 2009). Contudo, no Brasil a
mortalidade total € superior a 50%, estando acima de outros paises em
desenvolvimento (Teles et al., 2008).

Estudo epidemiolégico realizado em 75 CTI de todas as regibes do Brasil
demonstrou que em uma populacdo de 3.128 pacientes, 16,7% apresentaram
sepse, com mortalidade geral de 46,6%. Quando discriminados o estagio clinico em
sepse, sepse grave e choque séptico, a incidéncia foi 19.6%, 29.6% e 50.8% e a
mortalidade foi 16.7%, 34.4% e 65.3%, respectivamente, niameros considerados
altos se comparados com outros paises em desenvolvimento (Henkin et al, 2009).

A sepse resulta da interacdo entre o agente patogénico e 0 sistema imune
levando ao desenvolvimento de uma resposta inflamatdria acompanhada de
manifestacdes sistémicas que, em algumas circunstancias, pode por em risco a vida
do individuo uma vez que diversos 6rgaos, especialmente pulmdes, figado, rins e
coracao, sofrem uma insuficiéncia, que muitas vezes pode ser irreversivel (Kasten et
al, 2010). Em 1992, a sepse foi definida pelo American College of Chest como
"Sindrome da resposta inflamatoéria sistémica (SIRS) associada a infec¢cao” (Bone et
al.,, 2009). Na SIRS o individuo apresenta pelo menos duas das seguintes

evidéncias clinicas: temperatura acima de 38°C ou abaixo de 36°C, taquicardia com
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frequéncia cardiaca acima de 90 batimentos por minuto, taquipnéia com frequéncia
respiratoria acima de 20 movimentos respiratérios por minuto ou hiperventilagdo com
PaCO2 (pressao parcial de gas carbonico no sangue arterial) abaixo de 32 mmHg,
leucocitose acima de 12.000/mm3, leucopenia abaixo de 4.000/mm3. A
concomitancia de dois critérios de SIRS com um foco infeccioso confirma o
diagndstico de sepse (Henkin et al., 2009). Na sua forma mais grave, a sepse grave,
€ caracterizada pela infeccdo associada a disfuncdes organicas com sinais de
hipoperfusdo, podendo ainda apresentar hipotensdo com faléncia mdltipla dos

orgaos, caracterizando assim o choque séptico. (Figura 1).

DISFUNGAO DE DISFUNGAO DE
ORGAOS ORGAOS
FOCO
INFECCIOSO
— respiratario
_ abdﬁ)minal FOCO Foco
_ ErEmET INFECCIOSO INFECCIOSO
—renal
— SNC
— culturas
SIRS (2 de 4)
— temperatura <36°C ou
>38°C
—-FG >90 SIRS SIRS SIRS
—FR =20 ou PaC0,<32
— leucécitos: =12000,
<4000 ou mais de 10% de
bastonados
SIRS SEPSE SEPSE GRAVE _

Figura 1: DefinicGes de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico.

SIRS: Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica; FC: frequéncia cardiaca; FR: frequéncia
respiratéria; SNC: sistema nervoso central; PAM: pressao arterial média.

Fonte: Henkin et al., 2009.

Dentre os processos organicos relacionados com a alta taxa de mortalidade
da sepse podemos ressaltar as acentuadas alteracdes hemodinamicas, a lesao de
orgdos secundarios, a faléncia de multiplos 6rgdos e o comprometimento da

resposta imune celular (Guignant et al., 2011).

20



Revisdo da Literatura

2.2. Aresposta imune na sepse

2.2.1. Componentes celulares e mediadores inflamatorios

Um fator determinante para a progressao da sepse é a interacdo que se
estabelece entre a resposta imune e sua capacidade em circunscrever o foco
infeccioso (Nduka et al., 2009). O controle da infecgcdo por microrganismos é
mediado pela imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata consiste de
mecanismos celulares e bioquimicos que sdo rapidamente acionados durante a
infeccdo. No entanto, quando esta ndo consegue controlar o proceso infeccioso, a
imunidade adaptativa passa a desempenhar esse papel (Krishna et al., 2011). Os
mondcitos e macrofagos desempenham um papel critico na imunidade inata e
adaptativa. Durante uma infeccdo, os macrofagos podem ser divididos em 2
subtipos, M1 e M2. O primeiro tipo é mais frequente no inicio do processo
inflamatorio e produz elevadas quantidades de citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-
6, IL-8 e TNF-a) e espécies reativas de oxigénio. J& os macrofagos M2 estédo
associados com a fase de resolugdo da inflamagédo, produzem citocinas anti-
inflamatorias (IL-4, IL-13 e IL-10) e tem elevada atividade fagocitica (Chong et al.,
2011).

No processo inflamatério inicial da sepse prevalece a resposta imune inata
mediada basicamente pelos receptores de reconhecimento padrdo, como o0s
receptores semelhantes a toll (TLR), principalmente TLR-2 e TLR-4, que juntamente
com a molécula CD14 na superficie dos macréfagos reconhecem padroes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) (Krishna et al, 2011).
Peptideosglicanos de bactérias gram-positivas geralmente sdo reconhecidos por
receptores TLR-2, enquanto lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-negativas
sao reconhecidos por TLR-4. A ativacado dos receptores TLR-2 e TLR-4 desencadeia
uma cascata de eventos intracelulares que leva a translocacdo do fator de
transcricdo nuclear NF-xB que promove a expressao das citocinas pro-inflamatorias,
TNF-a, IL-18, IL-12, da quimiocina IL-8, das moléculas co-estimuladoras CD80 e
CD86 e também da citocina moduladora IL-10 (Medzhitov et al., 2000; Krishna et al.,
2011; Lewis et al., 2012).
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Na sepse a imunidade mediada por células T tem um papel central na
resposta aos microganismos, tanto diretamente, por mediarem respostas celulares,
guanto indiretamente, na regulacéo da producéo de anticorpos. O direcionamento da
resposta celular esta ainda sobre o controle de quimiocinas e citocinas enddgenas
produzidas por diversas células do sistema imune no foco infeccioso, criando um
ambiente inflamatorio versus anti-inflamatorio (Miller, et al., 2007).

As citocinas podem ser agrupadas em duas subdivisdes de acordo com suas
funcbes pré6 e anti-inflamatoria. Classicamente sao descritas como citocinas
inflamatorias IL-1B, IL-6, IFN-y e TNF-a, sendo as duas Ultimas amplamente
estudadas em doencas cujo a patologia associada € de natureza inflamatéria, como
€ 0 caso da sepse. A producdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-13
no foco infeccioso também caracteriza a fase inicial da sepse. Estas citocinas
desencadeiam respostas sistémicas que incluem taquicardia, leucocitose, taquipnéia
e febre, todas as caracteristicas fundamentais de uma resposta inflamatoria
sistémica. As citocinas TNF-a e a IL-1 ativam a imunidade adaptativa, que amplifica
a imunidade inata. (Krishna et al., 2012). Essas citocinas desencadeiam diversos
mecanismos dentre eles o aumento na expressao de moléculas de adeséo tanto no
epitélio quanto nos neutroéfilos permitindo que esses ultimos migrem até o local da
infeccdo, a estimulagdo de macrofagos e a apoptose também podem ser
proporcionadas por essas citocinas (Beutler, 1995).

O IFN-y € produzido por células NK e células T, e exerce um papel importante
na resposta imune contra patdgenos intracelulares pela ativacdo de macréfagos, os
quais exercem atividade microbicida pela sintese de Oxido nitrico (NO) e pela
producado de enzimas lisossomais. Essa citocina também auxilia no desenvolvimento
de células Thl (Mosmann et al., 1989; Gollob, et al., 1996).

Em paralelo com a producao das citocinas pré-inflamatérias existe a producao
de citocinas anti-inflamatorias podendo destacar uma importante citocina
moduladora: a IL-10. Classificada como uma citocina pleiotropica, esta € produzida
por macrofagos, mondcitos e alguns clones de células T e tem como principal fungéo
modular a resposta imune através da inibicdo da atividade macréfagos e células T
ativadas (Muraille & Leo, 1998). A producéo de citocinas anti-inflamatorias diante de
uma infeccdo € importante na manutencdo da resposta imune evitando a
exacerbacdo da resposta por algum grupo de células (Mocci & Coffman, 1995;
Muraille & Leo, 1998).
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Outra importante citocina é a IL-17, produzida por células T CD4", distintas
das linhagens Thl e Th2 cldssicas (Langrish, et al. 2005). Essa citocina tem se
mostrado uma importante indutora da autoimunidade, devido a promocdo de
inflamacédo tecidual e mobilizacdo do sistema imune inato. Contudo, em alguns
tecidos essa citocina pode desempenhar um papel modulador e protetor (Zhou, et
al., 2007; Zhu, et al., 2010), além de estar envolvida em doencas infecciosas
(Bettelli, et al., 2007; 2008).

Na fase mais tardia da sepse existe um predominio da imunidade adaptativa,
caracterizada por diferentes fases: reconhecimento de antigeno, ativagdo dos
linfécitos especificos, fase efetora e retorno a homeostase com apoptose de clones
efetores e manutencdo de células de memdria (Nduka et al., 2009).

ApoOs a internalizacdo de antigenos por células apresentadoras de antigenos
(APCs), principalmente células dendriticas, os mesmos sdo processados e
apresentados via moléculas de MHC para células T virgens que sofrem modificacdes
permitindo que estas proliferem e se diferenciem em células efetoras capazes de
produzir citocinas e substancias citotoxicas (Figura 2). Essas células efetoras

migram para o foco da infeccéo para exercerem suas fungdes (Lewis et al., 2012).
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Figura 2: Resposta imune a patégenos.

APC: Célula apresentadora de antigeno; MHC: Complexo principal de histocompatibilidade; IL:
interleucina; TLR: receptor do tipo Toll; TCR: Recptor de células T; TNF: Fator de necrose tumoral;
IFN: Interferon; Th: Células T Helper; Treg: Célula T reguladora.

Fonte: Lewis et al., 2012.

B g

A ativacdo dos linfécitos requer dois sinais distintos. O primeiro € promovido
pela ligacdo do receptor de célula T (TCR) mais o co-receptor CD4 ou CD8, ao MHC
Il (HLA-DR) ou MHC I, respectivamente, da APC. O segundo sinal é promovido por
moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 que tem como receptor o CD28, presente
nas células T. A interacdo entre CD80 e/ou CD86 ao CD28 libera sinais para as
células T que induzem a expressdo de proteinas anti-apoptéticas, estimulam a
producéo de fatores de crescimento e outras citocinas como IL-2, promovendo assim
a ativacdo e sobrevivéncia das ceélulas T (Figura 2). Ao se ligar no seu receptor
(CD25), a IL-2 induz a uma resposta proliferativa com intuito de expandir 0 nimero
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de células especificas ao antigeno e consequente controle do patégeno. A molécula
CD25, assim como CD69, pode ser utilizada para caracterizar fenotipicamente os
linfécitos em seu estado ativado (Ziegler et al., 1994).

Um segundo receptor para as moléculas CD80 e CD86 € o CTLA-4 (CD152),

7 7

que € estruturalmente homélogo ao CD28. O CTLA-4 ndo € expresso
constitutivamente na superficie da célula, no entanto, é rapidamente regulado
positivamente ap0s a ativacao das células T. Sua funcao € inibir a ativacdo dessas
células contrabalanceando os sinais liberados pelo CD28, emitindo assim um sinal
inibitério as células T ativadas (Sharpe & Freeman, 2002).

Diante de uma resposta inflamatéria exacerbada causada pela sepse a
inducdo da apoptose por células ativadas € uma forma de regulacdo do sistema
imune (Guignant, et al., 2011). A molécula Fas (CD95) conhecida como receptor de
morte, € expresso na maioria das células e esta relacionado a apoptose através de
sua ligacdo ao FasL (CD95L). O Fas L induzido em células T ativadas pode interagir
com Fas na mesma célula ou em células vizinhas contribuindo para resposta das
células T auxiliares e a manutencao da autotolerancia (Beutler, 1995).

Além do mecanismo descrito anteriormente onde a existéncia de receptores e
seus ligantes levam a morte da célula, existe a apoptose induzida pela exocitose de
enzimas, denominadas granzimas, que ativam proteoliticamente as caspases (Suni
et al., 2005). As granzimas sdo enzimas proteases encontradas em vesiculas no
citoplasma de células NK, CTLs (T CD8") e Treg (Shresta, et al., 1999). As vesiculas
com esses granulos expressam em seu interior as moléculas CD107 e CD63, e ao
se fundir com a membrana da célula para degranulacdo esses marcadores ficam
expressos na superficie indicando a excocitose (Suni et al., 2005).

A interacdo do sistema imune com a agente infeccioso € um processo
dindmico no hospedeiro visando a eliminacdo da infeccdo e as estratégias
microbianas para sobreviver aos mecanismos de defesa. A estimulagcdo do sistema
imune por diversos microrganismos gera diferentes respostas onde as imunidades
inata e adaptativa procuram eliminar de forma eficiente o patégeno sem
comprometer a estrutura e a funcéo dos érgéos e sistemas do hospedeiro. Como em
outras doencas, na sepse a resposta imune também acontece em prol do
hospedeiro e as vezes pode ser eficiente contra os patdogenos, mas devido a

hiperresponsividade celular e outros mecanismos ainda pouco descritos, existe um
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grau de comprometimento de multiplos érgdos e sistemas (Sriskandan et al., 2008;
Nduka et al., 2009).

2.2.2. Teoria da hiperestimulagéo do sistema imune e da anergia

A fase inicial da resposta contra a infecgdo pode ser contrabalanceada por
uma resposta anti-inflamatoria que atua diretamente nas funcdes imunolégicas
levando ao estado que muitos autores chamam de “imunoparalisia secundaria”
(Bandyopadhyay et al.,, 2007; Sriskandan et al., 2008). Diversos autores
demonstraram a relevancia da migracdo dos neutrofilos, do reconhecimento e
desenvolvimento da resposta celular pelos macréfagos, células NK e linfécitos para
o controle de infec¢cdes (Jacob, 1954; Salant et al., 1976; Verdrengh & Tarkowski,
1997). Quando presentes no foco da infecgdo, neutrdfilos, linfécitos e mondcitos
produzem as citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e leucotrieno (LTB4) que participam
na sinalizacao e inducao das respostas imunes. Porém, quando presentes em niveis
aumentados na circulacdo esses mesmos mediadores juntamente com IL-4, IL-10 e
TGF-B podem provocar uma hiporesponsividade em diferentes sistemas efetores.

Em relacdo aos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na faléncia
da migracdo dos neutrofilos foi demonstrado, até o momento, que esse evento
envolve a inducdo da sintese de Oxido nitrico (Benjamim et al.,, 2000) e a
internalizacdo de CXCR2 (Rios-Santos et al., 2007), a ativacao de receptores TLR
(Alves-Filho et al., 2009), a ativagao de receptores de TNF-a (Secher et al., 2009).

Além disso, os neutrofilos e macréfagos apresentam uma reducdo da
migracdo e do mecanismo efetor, o que favorece a disseminagdo desses
microrganismos, o que pode estar associado com a morte do individuo (Alves-Filho
et al., 2009).

Esse estado anérgico é caracterizado por uma primeira desativacdo dos
mondcitos, diminuindo a sua funcdo fagocitaria, a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e a expressao de moléculas relacionadas a apresentacdo de antigeno
(Sriskandam et al., 2008). Além disso, foi também demonstrado que regulacdo da
expresséo do receptor de CD14 € um mecanismo efetor precoce que medeia a vida
ou a morte dos monacitos, e a perda desse receptor desencadeia um processo de

apoptose. (kessel et al., 2009).
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Em seguida h& uma supresséo linfocitaria com diminuicdo na frequéncia dos
linfocitos T CD4" e CD8", e das células NK (Saito et al., 2008). Além da baixa
resposta proliferativa, os linfécitos T auxiliares/helper tipo 1 (Thl) se tornam
hiporreativos, diminuindo a producdo das citocinas inflamatérias como o IFN-y, por
exemplo, assumindo um perfil do tipo 2 (Th2) com aumento da producdo das
citocinas moduladoras IL-4, TGF- e IL-10 (Pandiyan et al., 2008). Notavelmente,
Sriskandam e colaboradores (2008) relataram uma diminuicdo consideravel na
frequéncia de células B e T CD4" em bacos de pacientes com sepse. A reducédo do
namero de células B é de particular importancia, pois essas células ndo migram para
o local da inflamacdo e como o baco € o local onde ocorrem as respostas
imunoldgicas a antigenos provenientes do sangue, esta observacdo pode explicar
parcialmente a deficiéncia na imunidade humoral observada em pacientes com
sepse. Brunialti e colaboradores (2012) encontraram expressdao aumentada das
moléculas Fas (CD95) e FasL (CD95L), associadas a apoptose, em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com sepse, sugerindo
que a falta de regulacdo na expressao dessas moléculas apoptéticas pode ser a
base da fisiopatologia da SIRS.

2.2.3. Células T e Sepse

O papel dos linfécitos na sepse ainda € incerto, uma vez que acredita-se que
0s componentes pro-inflamatérios agem juntamente com 0S componentes anti-
inflamatorios levando ao fenbmeno conhecido por “paralisia imunolégica” ou
"reprogramacao de leucdcitos” que caracteriza-se por uma anergia dos linfocitos,
apoptose e diminuicdo da capacidade de reconhecer antigenos (Hein et al., 2010).
Um grande numero de células T ativadas é capaz de reduzir a infeccdo por um
microrganismo, porém essas mesmas células podem levar a um dano tecidual
(Nduka et al., 2009). Por outro lado, um baixo nimero de células T ativadas pode
levar a uma resposta ineficaz contra esses microrganismos (Kasten et al., 2010).

Os linfocitos T podem ser divididos em dois subconjuntos principais. O
primeiro sdo as células T CD4+, conhecidos também por células T auxiliares,que
sdo basicamente responsaveis pelo reconhecimento de peptdos antigénicos
apresentados via MHC classe Il pelas APCs. O segundo séo as células T CD8+, ou
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células T citotdxicas, estas também reconhecem peptidos antigénicos no contexto
de moléculas do MHC de classe | também expressos pelas APCs (Kasten et al.,
2010).

As células TCD4+ e CD8+ possuem uma variedade de funcdes que sao
moduladas basicamente por antigenos, moléculas co-estimuladoras e citocinas que
estdo presentes no microambiente onde se encontram (Miller, et al.,, 2007). As
respostas das células T podem ser precoces, intermediarias e tardias. As funcdes
incluem o fluxo de célcio e a fosforilacdo das principais proteinas de sinalizagcdo em
residuos de serina, treonina ou tirosina, as Intermediérias incluem citotoxicidade e
producdo de citocinas, e as tardias incluem proliferagdo, apoptose e indugdo a
ativacao (Hotchkiss et al., 2006).

No processo de infeccao da sepse, as APCs que entraram em contato com o
antigeno, interagem com as células T CD4+ fazendo com que estas proliferem e
ganhem parte da sua funcdo efetora, seja pela expressdo de receptores que
regulam outras células ou pela secrecédo de citocinas. Estas citocinas desempenham
um papel fundamental na determinacdo da diferenciacdo das células T CD4+ (Miller
et al., 2007). Embora a atuacéo das células T CD8+ seja pouca conhecida na sepse,
alguns estudos mostraram o0 aumento da apoptose e correlacionaram esse
fenbmeno a funcado citétoxica das células T CD8+ (Hotchkiss et al., 2006), que
através da producdo de enzimas proteolioticas podem lisar células infectadas
(Tinsley et al., 2000).

As células T naive, ou virgens, sdo identificadas pela elevada expressao de
CD62L (selectina L), essas células T séo significativamente diminuidas dentro das
primeiras 24 h apos a instalacdo do quadro de sepse devido a sua diferenciacdo em
células efetoras com consequente diminuicdo da expressdo de CD62L. (Rosenberg
et al., 2006). Alguns autores atribuem a baixa expressdo de CD62L a memodria
efetora e demonstram em camumdongos que estas células sdo poupadas da
apoptose na sepse (Sallusto et al., 2004; Mc Dunn et al., 2006).

Como referido a resposta das células T ativadas durante a sepse pode ajudar
no desaparecimento da infec¢cdo, mas ao custo do aumento do dano tecidual. Por
outro lado, algumas células T ativadas podem proporcionar o crescimento bacteriano
através da producdo de citocinas anti-inflamatérias que atuam na resposta imune
contra esses microrganismos (Bandyopadhyay et al., 2007). Alguns estudos

demonstraram que uma reducdo de determinadas subpopulacbes de células T
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ativadas diminuiram a mortalidade em animais com sepse, sugerindo que a
hiperresponsividade celular muitas vezes pode contribuir para piorar o quadro de
infeccdo levando o individuo a morte (Martignoni et al., 2008).

As células CD4+ efetoras sdo importantes produtoras de IFN-y durante as
primeiras 6 horas apos a infeccdo, sendo essa citocina uma das principais indutoras
da resposta inflamatéria, atuando em células encarregadas de eliminar o foco
infeccioso (Enoh et al., 2008). Existem controvérsias quanto ao beneficio dessa
citocina ap6s um certo tempo de infecgdo, ao passo que a resposta inflamatoria
exarcebada contribui para lesdo tecidual. Portanto a producdo de citocinas anti-
inflamatodrias, como IL-10, torna-se necessaria no intuito de evitar maiores danos
decorrentes da resposta inflamatoria (Voll et al., 1997).

Um outro subtipo de células T importantes nos processos infecciosos séo as
Th1l7 e sua elucidacdo tem fornecido importantes contribuicbes sobre a interacéo
das células T e a resposta imune inata nos processos que vao desde a auto-
imunidade a modulacao da resposta imune (Aggarwal et al., 2003). As células CD4+
na presenga de IL-6, IL-21 e TGF-B podem se diferenciar fenotipicamente em Th17
(Mangan et al., 2006; Bettelli et al., 2008). Por outro lado o TNF-a produzido por
mondcitos pode estimular a producdo de IL-23 inibindo a producéo de IL-6 e TGF-$
interferindo na diferenciacdo das Th17 (Verreck et al., 2004). No entando, uma vez
diferenciadas, as células Th1l7 sdo capazes de produzir uma grande variedade de
citocinas, incluindo IL-17, IL-21, IL-22 e IFN-y (Roark et al., 2008; Lexberg et al.,
2008). Os efeitos dessas citocinas envolvem desde recrutamento de células para
focos de infecgdo a imunomodulacgéo (Zhou et al., 2007). A populagéo efetora Th17
envolve uma complexa via de diferenciacdo e producdo de citocinas que tem um
papel central na mediacao da resposta imune a infec¢do na sepse. Alguns estudos
demonstraram uma plasticidade das células Thl7 que as distinguem das
subpopulacdes Thl e Th2 (Lee et al., 2009; Zhu et al., 2010). Foi demonstrado que
células Thl7 tem capacidade de produzir citocinas diferentes dependendo do
microambiente (Lexberg et al., 2008; Lee et al., 2009;). Diante disso, estudos com
animais com sepse demonstraram que a producao de IL-17 pode desempenhar um
papel protetor (Flierl et al., 2008; Freitas et al., 2009).

Os linfécitos T CD8+ (CTL) e células NK atuam principalmente contra

patégenos intracelulares e tumores, secretando citocinas, como IFN-y, e granulos
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citotoxicos, como Granzimas A e B, que desencadeiam a apoptose. O granulo mais
abundante é a granzima B, uma serina protease, que induz a morte celular através
da clivagem de caspases. J4 a granzima A, uma triptase, é responsavel pela
ativacdo de caspase-independentes induzindo a morte celular, morfologicamente
idéntica a apoptose (Chowdhry et al., 2008; Beresford et al., 1999; Shresta et al.,
1999).

Muito do conhecimento atual sobre as respostas de células T CD8+ para as
infeccbes de um modo geral origina a partir de sistemas de modelos experimentais
(Barber et al., 2006). Nestes modelos, a infec¢cdo provoca expansdo rapida de
células T CD8+ efetoras e a ativacdo antigeno-especificas destas. A expanséo
dessas células efetoras sdo altamente susceptiveis a apoptose, desta forma a
resposta logo elimina o patdgeno através da lise da célula lesada (Barber et al.,
2006). Um estudo analisou as células T CD8+ em humanos acometidos por
infeccbes cronicas (Murali-Krishna et al., 1998) demonstrando que somente a
apresentacdo do antigeno ndo é o suficiente para provocar a atividade destas
células sendo necessario, além do reconhecimento antigénico, haver co-estimulacéo
e atuacdo de citocinas pro-inflamatéria, principalmente IFN-y (Cousens et al., 1995).
Na auséncia de co-ativacdo tem-se uma supressao da resposta das células T CD8+,
fendbmeno importante para a manutencdo da tolerdncia das células T periféricas
(Krishna, et al., 1996).

Diante do papel de cada subpopulacéo de linfocitos T na sepse, € notavel que
mais estudos sdo necessarios para determinar o impacto das funcdes e interacfes
dessas células no desenvolvimento da resposta imune bem como sua contribuicdo

no prognostico da sepse.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil fenotipico, dos monécitos e das células T CD4 e CD8 em

pacientes hospitalizados com sepse.

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar em pacientes com sepse e individuos saudaveis:

- O perfil fenotipico dos mondcitos CD14" através da expressdo de moléculas de
superficie CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), HLA-DR (MHCII), TLR2 e TLR4, bem como
pela determinacéo das citocinas IL-1p, IL-10, TNF-q;

- O perfil fenotipico dos linfécitos T CD4" através da expressdo das moléculas de
ativacdo CD69 e CD62L e das citocinas intracitoplasmaticas IFN-y, IL-10 e IL-17;

- O perfil fenotipico dos linfécitos T CD8" através da expressdo das moléculas

intracitoplasmaticas Granzimas A e B, e da citocina IFN-y.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacéo da populacéo estudada

Sangue periférico foi coletado de 15 individuos, aqui neste estudo
denominados pacientes (S), com idade entre 25 e 57 anos de ambos 0s sexos,
admitidos no Centro de Terapia Intensiva (CTI) do Hospital Risoleta Tolentino Neves
(HRTN), que apresentavam diagnostico clinico de sepse, bem como individuos que
durante a internagcdo no CTI por outras patologias desenvolveram este quadro
clinico. Para selecao dos pacientes, foram realizados exames laboratoriais e clinicos
utilizando os critérios de definicdo de sepse do consenso de 1992 com a colocacéo
de foco infeccioso definido ou cultura positiva. Além disso 0s pacientes
apresentavam um tempo de diagndstico de sepse inferior a 24 horas e ndo estavam
sob o0 uso de imunossupressores e antinflamatérios esteréides e néo esterdides.
Estes também n&o apresentavam neoplasias, imunodeficiéncia primaria ou
secundaria, insuficiéncia renal crénica com terapia de substituicdo da funcdo renal e
insuficiéncia hepatica classificada como Child-Pugh (fator preditivo de sobrevida de
doencas hepaticas) A, B ou C.

Para o controle foi coletado sangue periférico de 7 individuos, aqui neste
estudo denominados saudaveis (NS), com idade entre 20 e 47 anos de ambos 0s
sexos, que ndo apresentavam, aparentemente, enfermidades de qualquer natureza
que poderia influenciar a reposta imunoldgica, ainda que transitorias, como
resfriados ou rinites, e que néo estivessem sob 0 uso de imunosupressores,
antiinflamatérios e hormoénios a pelo menos 30 dias. Vale ressaltar que tais
parametros foram reforcados por exames laboratoriais.

Todos os procedimentos (coleta de sangue, preenchimento de TCLE, e
outros) envolvendo individuos humanos foram realizados sob a coordenacgéo e
supervisdao do Prof. Dr. Fernando Antbnio Botoni e Dr. Argenil José Assis de
Oliveira, do Hospital Risoleta Tolentino Neves (HRTN), sob aprovacdo do Comité de
Etica n° 03182712.2.0000.5149.
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4.2. Anélise ex vivo do fendtipo celular dos linfocitos T e mondcitos do sangue
periférico

O sangue periférico dos individuos foi recolhido em tubos a vacuo contendo o
anticoagulante heparina sodica (Vacuntainer®). Amostras de sangue foram
transferidas para tubos Falcon®, lavadas com PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5%
BSA e 0.1% de azida sodica) e centrifugadas a 400g, por 10 minutos a 18°C.
Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em 2mL de solugéo de lise
comercial (FLS - BD, E.U.A) por 10 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. As células foram lavadas com 1mL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10
minutos a 18°C. O conteudo foi emborcado e o precipitado celular ressuspendido em
PBS 1X na concentracdo de 2x10° células por mL. Em seguida, as células foram
transferidas para placa de 96 pogos com fundo em “U” onde, entéo, foram incubadas
na presenca de anticorpos monoclonais (mAb) de superficie conjugados com
isotiocianato de Fluoresceina (FITC), Ficoeritrina (PE), Cychrome (Cy), Cloreto de
Peridina Clorofila (PerCP) ou Aloficocianina (APC) por 20 minutos a 4° C (Tabelas 1
e 2). As células foram lavadas com 200uL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10
minutos a 18°C. O conteudo foi emborcado e 200ul de solucdo fixadora - MFF
adicionada aos pocos.

Para a deteccdo de moléculas intracitoplasmaticas foram acrescentados aos
pocos 200uL de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sddica
e 0,5% de saponina) por 30 minutos a temperatura ambiente. Seguidos da adi¢éo de
20uL de anticorpos anti-moléculas intracitoplasméaticas marcadas com PE (Tabelas 1
e 2), diluidos 1:20 em PBS-P aos respectivos pocos, e posteriormente incubados por
30 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apds a incubacédo, as
células foram primeiramente lavadas com 200uL de PBS-P e em seguida, com
200uL de PBS-W. No final, foram adicionados 200uL de solugéo fixadora MFF. As
amostras contendo a suspensao celular foram utilizadas para aquisicdo de dados
em citbmetro de fluxo (FAScanto Il - BD, E.U.A). Foram coletados em torno de

50.000 eventos totais.
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Tabela 1: Relac&o dos anticorpos utilizados para caracterizacdo das subpopulacfes
de células T.

Nome Fabricante Clone uL/Tubo
CD4 - PerCP BDPharmingen™ L200 2
CD8 - FITC BDPharmingen™ RPA-T8 2
CD62L - APC BDPharmingen™ DREG-56 2
CD69 - PE BDPharmingen™ FN50 2
IL-10 - PE BDPharmingen™ JES3-19F1 3
IL-17 - PE BDPharmingen™ TC11-18H10 3
IFN-y - PE BDPharmingen™ 4S.B3 3
Granzima B - PE  BDPharmingen™ GB11 3
Granzima A-PE  BDPharmingen™ MOPC-21 3

Tabela 2: Relacao dos anticorpos utilizados para caracterizacdo dos monocitos

Nome Fabricante Clone uL/Tubo
CD14 - PerCP BDPharmingen™ M5E2 2
CD80 - PE BDPharmingen™ L307.4 2
CD86 - PE BDPharmingen™ 2331(FUN-1) 2
CD282 - APC BDPharmingen™ MIH4 2
CD284 - PECy7  BDPharmingen™ MIH1 2
HLA-DR - APC BDPharmingen™ G46-2.6 2
IL-1B - PE BDPharmingen™ 364-3B3-14 3
IL-10 - FITC BDPharmingen™ C11.5 3
TNF-a - PE BDPharmingen™ Mab11 3

4.3. Estratégias de andlise das populagdes celulares

O citbmetro de fluxo (FACSCANTO Il - BD, E.U.A) utilizado neste trabalho é
equipado com trés lasers, laser azul (488nm), laser vermelho (633nm) e laser violeta
(605nm) que permitem a avaliacdo basica de 10 parametros: tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo 2 (FL2),
fluorescéncia do tipo 3 (FL3), fluorescéncia do tipo 4 (FL4), fluorescéncia do tipo 5

(FL5), fluorescéncia do tipo 6 (FL6), fluorescéncia do tipo 7 (FL7), fluorescéncia do
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tipo 8 (FL8). FL1, FL2, FL3, FL4, FL5, FL6, FL7, FL8 correspondem respectivamente
a sinais luminosos emitidos pela excitacdo de FITC, PE, PERCP (PERCP-Cy5.5),
PE-Cy7, APC, APC-Cy7, Pacific blue (V450) e AmCyan. A identificacdo de
populacdes celulares de interesse, bem como a determinacdo do valor percentual
destas populagbes e subpopulacdes, foram feitas através de um sistema de
computador e do software "FlowJo7.6.5™ Tree Star (Ashland, OR, USA). Foram
coletados 70.000 eventos para analise de todas as amostras. Esse software fornece
um perfil de células de acordo com o tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).
Utilizando este perfil, seleciona-se as células que se deseja analisar (linfocitos ou
mondcitos), de acordo com o tipo de experimento. A analise leva em consideragédo
aguela populacéo de células selecionadas, avaliando o perfil fenotipico por emisséo
de fluoresceina. As Figura 3 e 4 ilustram a distribuicdo da populacéo linfocitaria e a
populacdo de mondcitos respectivamente (R1), apdés os ajustes de ganhos de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Apés a selecdo da janela de interesse,
analisa-se a intensidade de fluorescéncia apresentada pelas células presentes nesta
janela, utilizando-se de graficos de fluorescéncia.

Para garantirmos uma selecdo segura para a populacdo de mondcitos foi
construido um gréfico de fluorescéncia 1 para o marcador CD14 em funcdo da
granulosidade (Figura 3). A populacdo analisada apresenta granulosidade
intermediaria e fortemente positiva para este fenétipo celular, sendo delimitada por
um marcador (R2). Através desta abordagem podia-se obter uma populacéo
homogénea e bem definida, ndo s6 facilitando a selecdo da populacéo de interesse,
como também garantindo a sua identificacdo de forma segura e padronizada. Apés a
selecdo da janela de interesse (R2), analisava-se a intensidade de fluorescéncia
apresentada pelas células presentes nesta janela, utilizando-se gréaficos de
fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2 (FL2) (Figura 3) ou graficos de
histograma emitida pelos marcadores: TLR2, TLR4, CD80, CD86, HLA-DR, IL-10 e
TNF-a) (Figura 3).
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Figura 3: Gréfico representativo da estratégia de analise utilizada para selecdo de mondcitos CD14"
expressando a citocina TNF-a em pacientes com sepse.

Gréficos do tipo dot-plots demonstram a populacdo de mondcitos selecionados (Regido R1) de
acordo com os pardmetros morfolégicos tamanho e granulosidade (FSCxSSC). A partir de R1
construiu-se graficos de SSCxCD14, onde selecionou-se 0os mondcitos CD14" (R2). A partir dessa
segunda regido, a expressao do segundo marcador (exemplificado pelo TNF-a), foi realizada em
graficos de histogramas.

A analise de células T CD4" e CD8" foi feita segundo protocolo proposto por
Baecher-Allan e colaboradores (2001). Primeiramente foi selecionada a populacéo
de linfocitos totais, denominada R1, baseada em graficos de distribuicdo puntual de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Figura 4). Em seguida, gréaficos de FL1
(CD4 ou CD8) versus FL2 (IFN-y por exemplo) foram construidos para identificar a
populagdo CD4" e/ou CD8" total (R2) (Figura 4). Em seguida, os histogramas
contendo as células CD4" e/ou CD8" foram utilizados para quantificar os percentuais
dos seguintes marcadores, por nés definidos: CD62L e IL-10, IL-17 e IFN-y,e
Granzima A e B tomando como padrdo o controle isotipo para evitar reacdes

inespecificas.
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Figura 4: Gréfico representativo da estratégia de analise utilizada para sele¢&o de linfécitos CD4"
expressando a citocina IFN-y em pacientes com sepse.

Dot-plots demonstram a populacdo de linfécitos totais (R1) de acordo com os parametros
morfoldgicos tamanho e granulosidade (FSCxSSC). Apds a selecdo de R1 construiu-se os gréaficos de
CD4xmarcador de interesse, onde selecionou-se CD4 total. A partir da regido R2, a expressdo do
segundo marcador (exemplificado pela IFN-y), foi realizada em gréficos de histogramas.

4.4. Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software JUMP
5.0.1® e GraphPad Prism 5.00® (San Diego, EUA). Todos os resultados desse
estudo foram submetidos aos testes de outliers e normalidade (teste de Shapiro-
Wilk). Aos resultados desse estudo que assumiram distribuicdo ndo-paramétrica, foi
aplicado o teste de Mann-Witney. Para analise de variaveis ndo categdricas
(varidveis ndo pareadas), realizou-se o teste t de student. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05
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5.0. RESULTADOS

5.1. Perfil Clinico dos Pacientes com Sepse

O perfil clinico do paciente com sepse € bem caracterizado por diversos sinais
e sintomas que séo confirmados por exames clinicos e laboratoriais. Um dos dados
laboratoriais observados no curso da doenca é alteracdo na taxa de leucocitos que
pode estar aumentada (>12000/mm?®) ou diminuida (<4000/mm?®). A andlise dos
resultados mostrou um aumento significativo na taxa de leucécitos dos pacientes
com sepse comparada com individuos saudaveis (Tabela 3). Apesar disso, observa-
se uma diminuicdo no numero de linfocitos circulantes nos pacientes com sepse
(Tabela 3).

Tabela 3: Dados clinicos dos pacientes com sepse

Parametro Pacientes com Sepse Individuos saudéaveis
(n=15) (n=7)

Idade 50+9 35+3

APACHE I 26+5 NA

Taxa Leucécitos (/mm?3) 18876 + 4123 (*) 5696 + 462 (¥)

Taxa Linfécitos (/mm?® 1685 + 403 1944 + 201

Obitos (n) 3 0

Uso de antibiético (n) 14 0

Ventilac&o (n) 11 NA

Uso de corticéides (n) O 0

n, nimero de individuos; APACHE II, indice de gravidade de pacientes em unidade de terapia

intensiva; NA, ndo se aplica; (*), dados estatisticamente significativos.
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5.2. Avaliagdo fenotipica de monocitos CD14" do sangue periférico de
pacientes com Sepse

Os mondcitos, assim como neutréfilos, macréfagos e células NK (Natural
Killer), sdo células da imunidade inata efetoras contra infec¢des por microrganismos.
A infeccdo por microrganismos ativam essas células levando a producdo moléculas
sinalizadoras que caem na circulagdo desencadeando diversos mecanismos
efetores que vao diminuir a infeccao (La Rosa et al., 2012).

Inicialmente, na sepse a resposta € mediada basicamente pelos receptores
semelhantes a toll (TRL), principalmente TLR2 e TLR4 que sédo encontrados também
na superficie dos mondcitos CD14" e sdo responsivos a microrganismos o que
podem levar a uma maior producdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-12,
IFN-y) e moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86) (Krishna et al., 2011). Como
estes receptores possuem uma grande importancia nas infecgcdes de um modo
geral, avaliou-se a expressdao dos mesmos em monocitos presentes no sangue
periférico dos pacientes com sepse (S) e nos individuos saudaveis (NS). A andlise
dos dados mostrou uma diminuicdo na expressdo de TLR2 nos mondcitos CD14"
dos individuos do grupo S em relacdo ao grupo NS. (Figura 5). Nao foi observada
nenhuma diferenca significativa na expressdo de TLR4 em mondcitos CD14" entre

0s grupos S e NS (Figura 5).
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Figura 5: Anélise da express&o de moléculas de reconhecimento de antigenos por monécitos CD14"
do sangue periférico.

Mondcitos presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15) foram avaliados no
contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos como mediana
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do percentual de células positivas para os marcadores de superficie celular TLR2 e TLR4 em
mondcitos CD14",
(*) representa diferenca significativa entre os grupos NS e S com p<0,05.

CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) sdo moléculas co-estimuladoras na ativacao de
células T, se ligam aos receptores CD28 ou CTLA-4 (CD152) podendo desencadear
a producdo de citocinas, a ativacao de linfécitos T, a inducdo de apoptose, entre
outras funcbes fundamentais para uma resposta imunoefetora das células mediante
as infeccbes (Ward, 2008; Zhang et al., 2011). Dessa forma comparou-se a
expressdo dessas moléculas co-estimuladoras em mondcitos do sangue periférico
de individuos do grupo S e NS. A analise dos dados mostrou uma diminuicédo
significativa no percentual de células CD14" co-expressando CD86 nos pacientes S
em relacdo ao grupo NS. Nao foi observada nenhuma diferenca significativa na
expressdo da molécula CD80 em mondcitos CD14" entre os grupos estudados
(Figura 6).

Afim de observar alguma alteracdo no que tange ao mecanismo de
apresentacao de antigenos, o marcador HLA-DR também foi analisado mostrando
também uma diminuicdo significativa na expressdo em mondcitos CD14" em

pacientes com sepse (S) com relacdo aos individuos saudaveis (NS). (Figura 6).
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Figura 6: Andlise da expressdo de moléculas co-estimuladoras mondcitos CD14" do sangue
periférico.

Mondcitos presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15) foram avaliados no
contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos como mediana
do percentual de células positivas para os marcadores de superficie celular CD80, CD86 e HLA-DR
em mondcitos CD14",

(*) representa diferenca significativa entre os grupos NS e S com p<0,05.
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Os mondcitos sdo produtores de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e
também produzem o TNF-a e a IL-18 que ativam a imunidade adquirida que é
responsavel pela amplificacdo da imunidade inata (Krishna et al., 2011).

A analise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de
células CD14" co-expressando TNF-a nos pacientes S em relagdo ao grupo NS.
(Figura 7).

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa na expresséo das citocinas

IL-1B e IL-10 em mondcitos CD14" entre os grupos estudados (Figura 7).
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Figura 7: Analise da expresséo de citocinas por mondcitos CD14" do sangue periférico.

Mondcitos presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15) foram avaliados no
contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos como mediana
do percentual de células positivas para as citocinas intracelulares IL-10, IL-1B € TNF-a em mondcitos
CD14".

(*) representa diferenca significativa entre os grupos NS e S com p<0,05.

5.3. Perfil fenotipico dos linfécitos T total e CD4" do sangue periférico de

pacientes com sepse

As andlises fenotipicas dos linfocitos T totais e CD4" do sangue periférico de
individuos saudéaveis (NS) e de pacientes com sepse (S ) foram realizadas na
populacédo linfocitaria. A selecdo dessas populacbes estd demonstrada na Figura 4

(Material e Métodos). A analise da frequéncia da populacdo das células T totais e
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CD4" mostraram que estas ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparadas entre os grupos NS e S (Figura 8).
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Figura 8: Analise da frequéncia de linfécitos T totais e CD4" total do sangue periférico.

Linfécitos totais (A) e CD4" total (B) presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15)
foram avaliados no contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram
(é)g)drf?.ssos como mediana do percentual de células positivas para o marcador de superficie celular

Com o objetivo de caracterizar o perfil fenotipico das células T CD4" do
sangue periférico dos individuos saudaveis (NS) e de pacientes com sepse (S)
foram analisadas as seguintes moléculas de superficie: CD69 e CD62L. A presenga
e/ou a perda dessas moléculas na superficie dos linfocitos T CD4" é indicativo do
estado de ativacdo celular.

A molécula CD62L é uma selectina relacionada a migracdo de linfécitos T
virgens e a perda de CD62L indica células ativadas migrando para o foco
inflamatorio. Foi realizada uma analise comparativa da frequéncia de células T CD4"
gue expressam CD62L de pacientes com sepse e individuos saudaveis. A
frequéncia média de CD62L* em células T CD4" foi menor no grupo S, em
comparacao com o NS (p = 0,04). Além disso, a frequéncia de CD62L em células T
CD4" foi maior nos pacientes com sepse que individuos saudaveis. (Figuras 9 A).

Para determinar o estado de ativacdo em células T CD4" de pacientes com
sepse, foi avaliada a expresséo de ativacdo precoce (CD69) em células T CD4" no
total e dentro de células T CD4" que expressam CD62L" e CD62L". Pacientes com
sepse apresentaram um perfil mais elevado de ativacao precoce ex vivo em células
T CD4" analisados pela expressdo de CD69 (Figura 9 B), quando comparado com
individuos saudaveis. Além disso, células T CD4" CD62L" de pacientes com sepse

apresentaram uma maior expressao de CD69 (Figura 9 C). O aumento na frequencia

42



Resultados

de células T CD4"CD62L" expressando o marcador de ativacdo em comparagdo com
células T CD4'CD62L" sugere que esta resposta pode estar relacionada com as
células T CD4" efetoras ou células T CD4" efetoras de memoria, uma vez que

ambas as subpopulac¢des sejam negativas para CD62L (Sallusto et al., 2004).
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Figura 9: Analise da expresséo de moléculas de ativagéo por linfocitos T CD4" do sangue periférico.
Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15) foram avaliados no
contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos como mediana
do percentual de células positivas para os marcadores de superficie celular CD69 e CD62L (Ae B) e
negativas para CD62L (A) em linfocitos T CD4". Percentual de linfécitos CD4"CD69" (C) presentes no
sangue periférico de pacientes com sepses foram avaliados quanto ao percentual de células positivas
e negativas para o marcador CD62L.

(*) representa diferenga significativa entre os grupos NS e S com p<0,05.

As células T CD4" sdo uma das principais fontes produtoras de IFN-y, uma
citocina pro-inflamatoria ativadora de macrofagos e indutora de resposta do tipo Thl
(Gollob, et al., 1996). A IL-10, uma citocina moduladora, pode desencadeadear um
efeito anti-inflamatério, podem também ser secretadas por essa subpopulacdo de

linfocitos. Outra citocina importante produzida por células T CD4" é a IL-17 (Langrish
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et al. 2005), que embora tenha ser uma importante indutora da auto-imunidade,
pode desempenhar um papel imunomodulador (Zenewicz, et al. 2007).

A presenca de IFN-y, IL-17 e IL-10 em células T CD4" foram avaliadas tanto
em pacientes com sepse quanto individuos saudaveis. Todas as citocinas avaliadas
apresentaram uma expressdo aumentada nas células T CD4+ de pacientes com
sepse em comparacdo com individuos saudaveis (Figuras 10 A, B e C). No entanto,
IFN-y foi significativamente mais expresso em pacientes com sepse (12,6 + 8,1) do
que em individuos saudaveis (0,45 £ 0,3) (Figura 10 A). Estes resultados sugerem
uma possivel mudanca no perfil de produgédo de citocinas pelos linfécitos T CD4"

durante um quadro de sepse.
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Figura 10: Analise da express&o de citocinas por linfocitos CD4" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15) foram avaliados no
contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos como mediana
do percentual de células positivas para as citocinas intracelulares IFN-y, IL-17 e IL-10 em linfocitos
CD4".

5.4. Perfil fenotipico dos linfécitos T CD8" do sangue periférico de pacientes

com sepse

Assim como as células T CD4", as célula T CD8" também s&o produtoras de
IFN-y que pode aumentar a atividade citotoxica de células NK (Antikson et al., 1998).
A expresséo de IFN-y em células T CD8" teve um aumento significativo no grupo S

comparado com o grupo NS (Figura 11 A).
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Afim de melhor caracterizar a atividade citotéxica das células T CD8" na
sepse, avaliou-se a expresséo granzima A e B.

A expressdo da granzima A e granzima B foi analisada em células T CD8"
presentes em amostras de sangue periférico obtido de pacientes com sepse e
individuos saudaveis. Os resultados das analises demonstraram que a expressao de
granzima A em células T CD8" foi maior em pacientes com sepse quando
comparada com individuos saudaveis (Figura 11 B). No entanto, a expressao
granzima B em células T CD8" ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos
S e NS (Figura 11 C).
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Figura 11: Andlise da express&o de citocinas por linfécitos CD8" do sangue periférico.

Linfocitos presentes no sangue periférico de individuos NS (n=7),e S (n=15) foram avaliados no
contexto ex vivo como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos como mediana
do percentual de células positivas para a citocina IFN-y e as moléculas granzima A e granzima B em
linfécitos CD8'”.
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6.0. DISCUSSAO

A progresséo da sepse é dependente da interagdo que se estabelece entre a
resposta imune e sua capacidade em circunscrever o foco infeccioso (Nduka et al.,
2009). Dentro desse contexto o controle exercido pelos mondcitos no sitio
inflamatorio € um processo que depende da natureza, do estado de ativacdo destas
células e € coordenado por moléculas de apresentacdo, co-estimuladoras e
receptores de reconhecimento de antigenos (Krishna et al., 2011). A falta de uma
resposta adequada das células T nos pacientes com sepse associada a outros
mecanismos reguladores descontrolados podem esclarecer a exacerbagcdo da
resposta imune e forte resposta de mondcitos observada nestes pacientes (Gregori
et al., 2012).

Alguns estudos demonstraram alteracdes nas funcdes de mondcitos durante
a sepse (Soehnlein et al., 2010; Zhang et al., 2010). A diminuicdo da expressao de
CD14 e HLA-DR na superficie de monécitos e aumento da producao de citocinas
inflamatdrias por essas células sédo alguns exemplos dessas alteragdes (Soehnlein
et al., 2010). Nossos resultados mostraram uma reducéo significativa na expressao
de HLA-DR, CD86 e TLR-2 em mondcito CD14" de pacientes com sepse (S) (figuras
5 e 6), reforcando a idéia de que na sepse o mecanismo de apresentagdo, cO-
estimulacdo e reconhecimento de antigeno podem estar comprometidos (Kasten et
al., 2010). Embora alguns autores descrevam o aumento dessas moléculas na
sepse (Schaaf et al., 2009; Armonstrong et al., 2004) Bernard e colaboradores
(2010) demonstraram que TLR, principalmente TLR-2 e TLR-4 diminuem a medida
que o quadro de sepse evolui para choque.

A diminuicdo da expressao de TLR-2 neste estudo (Figura 5) é corroborada
com Bernard e colaboradores (2010) que além de observarem esta reducao,
demonsraram uma correlagéo entre a expressao deste receptor com a producéo de
citocinas apos estimulacdo com LPS inferindo que mesmo com estes receptores
reduzidos em mondcitos ainda existe producao de citocinas. Tal fendmeno tambéem
€ observado neste estudo (Figura 7) onde foi demonstrado o aumento de TNF-a em
pacientes com sepse em comparacdo com individuos saudaveis. Estes dados

reforcam que na sepse a liberacao de determinadas citocinas pode estar relacionada
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a outros mecanismos além da ativacdo de receptores TLR e que a sepse pode
induzir hiporresponsividade de mondcitos no que tange a liberagdo de citocinas o
gue pode contribuir para o aumento da leséo tecidual e um prognéstico ruim.

Wakefield e colaboradores (1993) encontraram um aumento de HLA-DR em
pacientes com complica¢ges infecciosas apos serem submetidos a procedimentos
cirargicos. Apresentando resultados contrastantes, estudos realizados por
Ditschkowski e colaboradores (1999) demonstraram uma diminuicdo na expressao
de HLA-DR em pacientes com sepse acometidos por algum trauma, o que é
corroborado pelos resultados obtidos neste trabalho (Figura 6). Essa diferenca entre
esses dois estudos talvez possa ser explicada por meio de avaliagcdes divergentes e
a condicdo em que cada paciente foi avaliado. O segundo estudo demonstrou que
este fenbmeno é iniciado apdés o segundo dia apds o ferimento, e além disso,a
expressdo de HLA-DR em mondcitos é influenciada pela gravidade do trauma e pela
piora do quadro de sepse. Desta forma, pode-se sugerir que a sepse induz
alteracdes na expressdo de moléculas relacionadas a apresentacdo de antigenos,
contribuindo de forma representativa para um desempenho ruim das funcoes
celulares e consequente piora no quadro da sepse.

Durante a fase inicial da sepse alguns estudos mostraram que as células T
podem reconhecer antigenos préprios que séo liberados devido ao dano tecidual,
entretanto dados obtidos em estudos de infeccBes cronicas sugerem que as células
T reconhecem antigenos microbianos (Hesse, et al., 2004; Kasten, et al., 2004).
Nesse contexto pode-se sugerir que com a dimuinui¢do da expressdo de moléculas
como HLA-DR nos mondcitos, é provavel que exista uma outra populacédo celular
seja responsavel pelo processo de apresentacao de antigeno.

Como demonstrado neste estudo, as principais moléculas responséaveis pela
apresentacao de antigeno, HLA-DR e CD86, estdo diminuidas em pacientes com
sepse (Figura 6), pode-se sugerir que células, como os linfécitos, possam estar com
suas funcBes comprometidas. No entanto, muito pouco € conhecido a respeito da
especificidade das células T e existem evidéncias de que essas células sdo uma
populacdo heterogénea que reage com peptideos derivados tanto de tecidos
préprios quanto antigenos estranhos (Mosmann, et al., 1989; Muraille, et al., 1998;
Miller, et al., 2007). Além disso, esses estudos sugerem que embora a ativacédo das
células T seja antigeno especifica, uma vez ativadas, essas células podem nao sé

desenvolver funcbes efetoras, bem como inibir outras células T e os mondcitos de
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maneira antigeno nao-especifica (Thornton & Shevach, 2000). Dessa forma as
células T também desempenham papéis importantes durante a atividade dos
mondacitos.

Dentro desse contexto, observamos que apesar do aumento na frequéncia de
leucécitos nos pacientes com sepse em relacao aos individuos saudaveis, o numero
de linfécitos totais esta diminuido (Tabela 3). Em alguns trabalhos essa alteracdo é
observada na sepse (Pandiyan et al., 2008; Fortin et al., 2010; Lewis et al., 2012).
De fato essa variacdo na taxa de leucécitos se deve a resposta que cada individuo
com sepse desenvolve mediante a infecgao.

O processo inflamatdrio que se estabelece na sepse promove uma ativacao
das células T CD4", com isso tem-se um consequente aumento de diversas
moléculas associadas a ativacdo e proliferacdo celular (Fortin et al., 2010; Diosa-
Toro et al., 2011). A expressao da molécula L-selectina (CD62L), relacionada com a
migracdo, foi mostrada na maioria de células T virgens (Mosmann et al., 1998;
Sallusto, et al., 2004) indicando que um aumento na expressdo dessa molécula
caracteriza fenotipicamente células ndo ativadas. De fato, no presente estudo foi
observado um aumento significativo de células T CD4'CD62L" do sangue periférico
de pacientes com sepse (S) (Figura 9 A) reforcando a idéia da presenca de um
nimero maior de células T CD4" ativadas/diferenciadas migrando para o foco
inflamat6rio em pacientes com sepse (S) gquando comparados com indviduos
normais (NS).

A andlise comparativa na frequéncia de células T CD4" que expressam
CD62L demonstrou que células CD4"CD62L" sdo menores em pacientes com sepse
(Figura 9 A), sugerindo que na sepse a maioria das células T CD4" estéo ativadas. A
confirmacdo desse estado de ativacdo é dada pela presenca da molécula de
ativacdo precoce CD69 corroborando com outros trabalhos (Ziegler, et al., 1994;
Ward, 2008; Sriskandan et al., 2008; Saito et al., 2008), que mostram um aumento
sinificativo da expressdo de CD69 nas células T CD4" de pacientes com sepse (S)
se comparados com individuos saudaveis (Figura 9B). Tal achado ainda é
confirmado pelo aumento da expressdo de CD69 em células T CD4'CD62L" de
pacientes com sepse (Figura 9C) reforcando que além das células T CD4" ativadas
possuirem um papel importante no desenvolvimento de uma resposta efetora
durante a sepse (Brunialti et al., 2012)., estas ainda podem estar relacionadas com a

memoéria efetora (Sallusto et al., 2004). Além disso, a diminuicdo da expresséo de
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CD62L e aumento de CD69 nos linfocitos T CD4" de pacientes com sepse reforca a
idéia de que mesmo com esse aumento dessas células ativadas, ainda néo € o
suficiente pra diminuir a infeccdo, e apesar da diminuicdo das moléculas co-
estimuladoras e de apresentacao de antigenos estas ainda se diferenciam.

Na sepse, observa-se uma elevada resposta inflamatdria induzida
principalmente por citocinas proé-inflamatorias, como o IFN-y, devido a acdo de
células T. A citocina IFN-y induz a ativacdo de mondcitos proporcionando uma
funcd@o microbicida e a producéo de altos niveis de citocinas pro-inflamatérias, bem
como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Gollob et al., 1996).

Nossos resultados demonstraram um aumento da expressédo de IFN-y tanto
em células T CD4" (Figura 10 A) quanto T CD8" (Figura 11 A), sugerindo que estas
células provavelmente estejam relacionadas com o processo inflamatério da sepse,
induzindo outras populacdes celulares a ativacao, funcdo microbicida e producao de
citocinas pré e anti-inflamatérias. Como o IFN-y modula o desenvolvimento de
células T naive (CD4'CD62L") para um perfil ativado (Gollob et al., 1996), o
aumento das células T CD4'CD62L" ativadas em pacientes com sepse observada
em nossos resultados (Figura 9 A, B e C), sugerem que esta citocina possa estar
envolvida na ativacéo das células T no processo inflamatorio que ocorre na sepse.

Essas mesmas células T virgens citadas anteriormente, de acordo com o
microambiente ou o tipo de resposta imune desencadeada, podem se diferenciar em
células Thl7 na presenca de IL-6 e TGF-B (Flierl et al., 2008). Em uma resposta
inflamatoria, o efeito da IL-17 nas células pode levar ao aumento da producdo de
quimiocinas, como CXCL1 e CXCL2 (Bettelli et al., 2008; Rendon et al., 2012),
induzindo o recrutamento de neutréfilos aumentando a inflamacgéo e a diminuicdo da
carga bacteriana. Embora o papel da IL-17 na sepse ainda é pouco conhecido,
sabe-se que esta citocina durante a infeccdo pode agir tanto de forma pré-
inflamatoria, principalmente no recrutamento de neutrofilos, quanto de forma
imunomoduladora desenvolvendo uma funcéo citoprotetora (Flierl et al., 2008;
Rendon et al., 2012). Este mesmo trabalho encontrou um aumento de células
produtoras de IFN-y e IL-17, 0o que € condizente com 0 curso do processo
inflamatorio em pacientes com sepse.

Nossos resultados demonstraram um aumento da expressdo de IL-17 em

células T CD4" do sangue periférico de pacientes com sepse (Figura 10 B),
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sugerindo que assim como o IFN-y, a IL-17 também pode estar envolvida no
processo inflamatério desencadeado pela sepse. Baseado em outros estudos néo
pode-se deixar de considerar que o aumento da expressao dessa citocina pelas
céluas T CD4" também pode estar relacionado a algum mecanismo
imunomodulador, uma vez que na sepse ja foi observada a atuacdo de outros
subtipos celulares com essa funcao (Flierl et al., 2008).

Diante desse perfil inflamatorio caracteristico da sepse, a lesdo de 6rgdos e
tecidos € eminente. Contrapondo a isso, diversos estudos descrevem uma resposta
anti-inflamatoéria no intuito de conter essa lesdo causada pela hiperresponsividade
das células e de seus produtos pré-inflamatorios (Florquin et al., 1994; Gaus et al.,
1994; Sundstedt et al., 1997; Hasko et al., 1998; Miller et al., 1999) Estudos recentes
observaram uma reducado na populacéo de linfécitos e aumento da apoptose durante
a sepse, com mudanca de uma resposta Th 1 para um padrdo de resposta Th2
(Brunialti et al., 2012).

A IL-10 é uma das principais citocinas imunomoduladoras produzida por
macrofagos e células T (Florquin et al., 1994; Sundstedt et al., 1997). Alguns
trabalhos demonstraram que esta citocina aumenta a sobrevivéncia celular por um
mecanismo ainda desconhecido (Lelievre et al., 1998), ativa inibidores do ciclo
celular (O'Farrell et al., 2000) e inibe diretamente a proliferacdo das células T e a
producéo de IFN-y, TNF-a. e TNF-B por estas células (Taga et al., 1992). Além disso,
a IL-10 tem uma série de efeitos inibidores sobre a funcdo das APCs, incluindo a
regulacao negativa na expressao de moléculas de MHC classe Il (HLA-DR), (Waal et
al., 1991) e da expressao das moléculas CD80 e CD86 (Flores et al., 1994). A IL-10
também inibe a sintese de TNF-a e IL-12 pelas APCs, incluindo mondcitos, um
fendmeno critico para a inducéo das respostas pro-inflamatorias e as respostas das
células T citoliticas (Moore et al., 1993; . Aste-Amezaga et al., 1998).

Estudos demonstraram que o principal papel da IL-10 na sepse € inibir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, diminuindo a gravidade da doenca (Bean et
al., 1993). Os nossos resultados demonstraram que 0s pacientes com sepse tiveram
um aumento significativo na percentagem de células T CD4" expressando IL-10 em
comparacao com individuos saudaveis (Figura 10C). Estes resultados sugerem que
estas células podem estar envolvidos na reducdo da inflamacdo desempenhando

um papel importante na regulacdo da resposta inflamatéria. Dessa forma parece que
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na sepse tanto a resposta pro-inflamatéria quanto anti-inflamatoria estdo
descontroladas, uma vez que ndo had uma harmonia dos mecanismos efetores
dessas respostas (Muller-Alouf et al., 1996; Sundstedt et al., 1997; Torres et al.,
1998; Chong et al., 2011; Lewis et al., 2012). Tal fato ainda pode ser confirmado
pelos nossos dados que mostraram aumento significativo de diversas moléculas
(IFN-y, IL-17 e IL-10) (Figuras 10 e 11) fazendo com que a resposta celular nao
tenha um perfil definido o que acarreta um mal funcionamento dos mecanismos de
eliminacdo do patogeno (Chong et al., 2011; Lewis et al., 2012).

Sabe-se que a gravidade da sepse determina o nivel de apoptose de células
T (Franchi et al., 2006). A medida que o numero de células T apoptéticas fagocitada
por macrofagos aumenta, o perfil de produgéo das citocinas anti-inflamatoérias TGF-8
e IL-10 também aumenta, juntamente com a dimuni¢do da expressdo de de MHC Il
(Medzhitov et al., 2000; Takahashi et al., 2006). Como j& referido, esta mudanca no
perfil de citocinas pode resultar na reducdo da resposta inflamatéria. No entanto,
alguns estudos demonstraram que um aumento da apoptose na sepse grave pode
estar relacionado a uma citoprotecdo por meio do aumento da resposta anti-
inflamatéria (Keir et al., 2007; Zhang et al., 2011).

Algumas moléculas apoptoéticas regulam negativamente as células T,
diminuindo a proliferacédo celular e a producéo de citocinas inflamatoérias, como IFN-
v.(Gollob et al., 1996) Além disso, pode levar a uma diminuicdo da expressao de
receptores TLR pelos mondcitos e macréfagos (Guignant et al.,, 2011), fenbmeno
gue pode ser verificados em nossos dados (Figura 5).

As células T CD8" podem atuar através da inducédo de morte pela liberacdo
de granzima B, uma serino protease, cujos substratos apresentam especificidade
similar a da familia das caspases (Atkinson et al., 1998; Darmon et al., 1999;
Gondek et al., 2005). Estudos demonstram que imediatamente apds ativacdo de
células T, granzima B é rapidamente expressa, sugerindo que esta possui papel
importante na eliminacdo de células infectadas. Embora esse fenébmeno seja
importante no processo de infec¢do da sepse, a analise dos dados demonstrou que
as células T CD8" néo tiveram alteracdo na expressdo da molécula granzima B nos
pacientes com sepse em relacéo aos individuos saudaveis (figura 12 C). Por outro
lado nossos dados demonstraram um aumento da expressao de granzima A pelas

células T CD8", sugerindo que possa estar havendo uma tentativa de controle da
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inflamac&o ou uma maior ativacdo da morte celular por granzima, o que poderia
estar associado a piora no quadro da sepse.

Diante de todos os dados apresentados e baseado na literatura, os resultados
indicam que poderia haver uma possivel atuacdo das células T na reprogramacao
da funcdo dos mondcitos durante a sepse, uma vez que essas células estédo
diretamente relacionadas com a atividade dos mondcitos e vice-versa (Soehnlein et
al., 2010).

Diante da caracterizacdo das ceélulas T e mondcitos na sepse, podemos
observar em corroboracdo com outros estudos (Sriskandan et al 2008; Kessel et al,
2009; Gregori et al 2012) que as células T além do seu papel inflamatorio, estas
demonstraram também um possivel papel citoprotetor, e a auséncia da atividade
destas células pode aumentar o dano tecidual, talvez pela supressao da ativacao de
células efetoras e até mesmo das APCs, como o proprio mondcito, através da
producdo de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y e IL-17), anti-inflamatoria (IL-10) e
moléculas apoptéticas (Granzimas A e B). Esses achados também podem contribuir
para uma possivel explicagao para a “Paralisia imunolégica” (Hotchkiss, et al., 2006)
referida neste trabalho, onde o sistema imune, no intuito de conter a inflamacao
desencadeada pela infeccdo, gera um desequilibrio homeostatico entre as resposta
pro e anti-inflamatéria. Somado a esse achado ainda podemos atribuir a esse
fenbmeno uma reduzida capacidade de apresentacdo de antigeno (Oberholzer, et
al., 2001) confirmada por nossos resultados nas populacdes de mondcitos.

Neste estudo, existem diversas alteracdes nas moléculas relacionadas a
apresentacdo (HLA-DR), reconhecimento (TLR-2) e co-estimulagcdo (CD86) nos
mondcitos de pacientes com sepse em comparacdo com individuos saudaveis
(Figuras 5 e 6), essas alteracbes podem estar relacionadas diretamente ao perfil
encontrado nas células T CD4" e T CD8" que também demonstraram alteracdes
significativas na expresséo das citocinas (IFN-y, IL-17 e IL-10) e demais moléculas
relacionadas a ativacdo (CD69), diferenciacdo (CD62L) e apoptose (grazimas A e
B). Assim, baseado na integracdo existente entre 0s processos e 0s produtos
celulares na resposta imune, tanto os monaocitos quanto as células T parecem atuar
de forma conjunta na resposta inflamatéria da sepse, seja no processo inflamatorio
e/ou imunomodulador. No entanto, este mecanismo usado por estas células ainda
nao esta totalmente bem estabelecido. Assim, estudos mais detalhados sobre o
papel dessas células durante a sepse sao necessarios.
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7.0. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho trouxeram um melhor entendimento
sobre o perfil fenotipico dos mondcitos e das células T nos pacientes com sepse.
Concluimos que os mondcitos CD14" podem atuar juntamente com as células T, de
forma direta ou indireta com uma resposta imune ineficaz contra os patdogenos na
sepse, principalmente pela alteracdo na expressdo de marcadores de ativacao e
apresentacao, bem como pela producdo de citocinas. Concluiu-se também, que as
células T apresentam uma plasticidade celular, podendo atuar na supressao,
modulacdo e até mesmo na manutencdo da inflamacdo em algumas respostas

celulares, devido ao variado perfil de citocinas produzidas por estas células.
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