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RESUMO

NASCIMENTO, D. C. B. O papel das células T reguladoras no desenvolvimento da
imunossupressiao durante a sepse grave experimental. 2008. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em
Imunologia) — Departamento de Bioquimica e Imunologia, Area de Imunologia Basica e Aplicada,

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdao Paulo, Sdao Paulo.

A sepse € uma resposta inflamatoria sistémica decorrente de uma infecg¢@o. Na evolugéo do
processo séptico ¢ comum a ocorréncia de uma significativa disfungdo cardiovascular ¢ extensa
lesdo tecidual. Observa-se também uma significativa disfun¢do imune que contribui para o
agravamento do processo séptico ¢ instalagdo de um quadro de imunossupressdo. De fato, estudos
recentes demonstraram que tanto em pacientes, como em modelos experimentais de sepse grave,
ocorre um quadro de imunossupressdo, caracterizado por aumento da freqii€ncia de células T
reguladoras. Assim, nosso objetivo foi investigar a possivel contribuicao das células T reguladoras
no desenvolvimento da imunossupressao durante a sepse grave experimental em modelo murino.
Os camundongos C57BL/6 submetidos a sepse grave, pelo modelo de ligadura e perfuracao do
ceco (CLP), e tratados com antibidtico durante trés dias, apresentaram aproximadamente 50 % de
sobrevivéncia. Esses animais sobreviventes do processo séptico sdo altamente susceptiveis
(mortalidade de 100 %) a infecgdo secundaria induzida por Legionella pneumophila, 15 dias apos a
inducdo da CLP. A cinética da freqiiéncia de células T reguladoras (CD4'CD25" e Foxp3™ ou
CD103" ou CTLA-4" ou GITR") foi avaliada em tecidos distintos (lavado peritoneal, linfonodo
drenante, timo e bago) e¢ em diferentes intervalos de tempo ap6s a inducdo de sepse grave.
Observou-se um aumento na expressdo da maioria dos marcadores de células T reguladoras em
todos os tecidos analisados, no primeiro dia apds a CLP. Posteriormente, a freqiiéncia de células T
reguladoras reduziu significativamente, com excec¢do do timo que apresentou aumento em 7 ¢ 15
dias apos a CLP e do bago que apresentou aumento novamente em 15 dias ap6s a CLP. No décimo
quinto dia, observamos também uma diminui¢do na capacidade proliferativa das células T
CD4'CD25 do bago estimuladas com anticorpo anti-CD3. Nesse periodo, o comprometimento nas
células T CD4" ndo foi revertido in vitro utilizando anticorpos anti-CTLA-4 ou anti-GITR, que
inibem a atividade das células T reguladoras, sugere-se que esse comprometimento ocorra numa
fase inicial do processo séptico. Desta forma, a inibi¢do da atividade supressora das células T
reguladoras pelo pré- e pods-tratamento de camundongos sépticos com anticorpo anti-GITR
promoveu um aumento da resisténcia (~ 80 % de sobrevivéncia) destes animais a infecgdo ndo
letal. Em conjunto os dados demonstram a contribuicdo das células T reguladoras no
desenvolvimento da imunossupressiao durante a sepse grave.

Palavras-chave: Sepse grave; Imunossupressao; Células T reguladoras; GITR.



ABSTRACT

NASCIMENTO, D. C. B. The role of regulatory T cells in the development of the
immunosuppression during experimental severe sepsis. 2008. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em
Imunologia) — Departamento de Bioquimica e Imunologia, Area de Imunologia Basica e Aplicada,

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Sepsis is a systemic inflammatory response caused by infection. In the evolution of the
septic process is common to occurrence of significant cardiovascular dysfunction and extensive
tissue injury which contributed to the aggravation of the septic process and to the instauration of an
immunosuppressive state. In fact, recent studies have shown that a state of immunosuppresion was
observed in both in critically ill patients and in experimental models of severe sepsis, characterized
by increased expression of regulatory T cells. Thus, our aim was to investigate a possible role of
regulatory T cells in immune dysfunction seen in experimental severe sepsis. Wild type mice
(C57BL/6) were subjected to severe sepsis induced by cecal ligation and puncture (CLP) and
treated with antibiotic during three days after sepsis, resulting in approximately 50 % of survival.
At fifteenth day post-CLP mice were highly susceptible (100 % mortality) to non-lethal secondary
pulmonary infection induced by Legionella pneumophila. Mice were killed 1, 7, 15 and 30 days
after CLP and the kinetic induction of regulatory T cells (CD4"CD25" and Foxp3"™ or CD103" or
CTLA-4" or GITR") were determined in peritoneal exudates, lymph nodes draining, thymus and
spleen. At first day post-CLP, a significant increase in expression of all regulatory T cells markers
was observed in all analyzed tissues. Thereafter, the regulatory T cells population was reduced
significantly, except in thymus in which the regulatory T cells population was increased on day 7
and 15 post-CLP, and in spleen in which the regulatory T cells population increased again on day
15 post-CLP. In the fifteenth day, it was observed a reduced capacity of anti-CD3 to induce spleen
CD4'CD25 T cells proliferation. This CD4" T cells dysfunction has not been reversed in vitro with
the use of anti-CTLA-4 or anti-GITR, which inhibits the activity of regulatory T cells. It suggests
that the dysfunction happens in an early phase of the septic process. Interestingly, pre-
treatment of septic mice with anti-GITR agonistic antibody improve survival (~ 80 % survival) in
to non-lethal secondary pulmonary infection induced by L. pneumophila. Overall, our studies
demonstrated that regulatory T cells contributed to aspects of sepsis-induced development of the
immunosupression.

Keywords: Severe sepsis; Immunosuppression; Regulatory T cells; GITR.
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1. INTRODUCAO

1.1. SEPSE

1.1.1. Consideracoes gerais e definicoes

Sepse, do grego sepsin (putrefagdo de matérias ou tecidos organicos) € um processo
infeccioso grave desencadeador de uma intensa resposta inflamatoria sist€émica, que
medeiam lesoes tissulares (VERONESI; FOCACCIA, 1996; HOTCHKISS et al., 2003;
RIEDEMANN et al., 2003).

Por muito tempo, termos e defini¢des imprecisas foram utilizados nos casos de
sepse, dificultando a identificacdo do quadro real e a instauragao de uma terapia precoce
(RIEDEMANN et al., 2003). Neste sentido, em 1991, o American College of Chest
Physicians (ACCP) e a Society of Critical Care Medicine (SCCM) realizaram uma
conferéncia de consenso para uniformizar terminologias relacionadas a fisiopatologia e a
terapéutica da sepse (BONE et al., 1992a; BONE et al., 1992b).

Desse modo, o termo Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) foi
proposto para descrever a reagdo inflamatoria sistémica desencadeada pelo organismo
frente a qualquer agressao infecciosa (causada por bactérias, fungos, parasitas ou virus) ou
nao infecciosa (como queimadura, pancreatite, trauma, etc.). Esta resposta se manifesta por
duas ou mais das seguintes condi¢des: a) hipertemia (temperatura maior que 38°C) ou
hipotermia (temperatura menor que 36°C); b) taquicardia (freqiiéncia cardiaca maior que
90 batimentos por min); ¢) taquipnéia (freqiiéncia respiratdria maior que 20 respiragdes por
min ou PaCO; menor que 32 mmHg); d) contagem dos leucocitos totais no sangue maior
que 12.000/mm’ ou mais de 10% de formas imaturas (bastdes) (BONE et al., 1992a;

BONE et al., 1992b).
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Bacteremia foi definida pela presenga de bactérias viaveis no sangue. Sugeriu-se
eliminar a nomenclatura septicemia, pois existem diversos significados diferentes na
literatura médica (BONE et al., 1992a; BONE et al., 1992b).

O termo sepse foi definido como sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) decorrente de uma infecgdo. A associagcdo desse quadro a disfungdo multipla de
orgaos, hipoperfusdo ou hipotensdo ¢ conhecida como sepse grave. Além disso, choque
séptico foi caracterizado por um quadro de sepse com hipotensdo apesar de adequada
ressuscitagdo hidrica, associada a presenca de anormalidades de perfusdo que podem
incluir acidose lactica, oligtria ou alteracdo aguda do estado mental (BONE et al., 1992a;

BONE et al., 1992b).

1.1.2. Epidemiologia

Atualmente, a sepse grave representa a principal causa mortis de origem nao
cardiaca em UTIs no mundo, ¢ a décima causa de morte nos EUA (ANGUS et al., 2001).
Dados do Center for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta, EUA) revelaram um
aumento de 139% na prevaléncia de sepse grave nos ultimos dez anos, tendo este aumento
sido atribuido a fatores, tais como: aumento do nimero de procedimentos invasivos para
diagndstico e monitorizacdo de pacientes em estado grave; emergéncia de microrganismos
resistentes a antibioticos; e finalmente, o nimero crescente de pacientes imunossuprimidos
que aumentam a predisposi¢do as infeccdes (BRUN-BUISSON et al., 2004; VICENT et
al., 2000).

Estudos recentes realizados nos EUA e no Brasil revelaram que as ocorréncias de
sepse sdo estimadas em 750.000 e 400.000 casos por ano, respectivamente. O percentual
de mortalidade anual em UTIs, nos EUA, ¢ de aproximadamente 35%, enquanto que no

Brasil, o percentual tende a ser mais elevado, chegando a 46.9%. (ANGUS et al., 2001;



Introdugdo 4

ALBERTI et al., 2002; MARTIN et al., 2003; LINDE-ZWIRBLE; ANGUS, 2004; MOSS;
MARTIN, 2004; SILVA et al., 2004). Além disso, em ambos 0s paises os custos sio
calculados em aproximadamente 17 bilhdes de dolares por ano (ANGUS et al., 2001;
EINLOFT et al, 2002; PAES, 2004; LATIN AMERICAM SEPSIS INSTITUTE). Portanto,
a sepse possui grande significancia clinica e implicagdes financeiras, o que atrai grande

interesse cientifico.

1.1.3. Fisiopatologia da Sepse

O ser humano ¢ habitado por uma flora microbiana normal, vivendo em equilibrio
dindmico com milhares de microrganismos existentes na pele € na mucosa do trato
gastrointestinal (revisto por VERONESI; FOCACCIA, 1996). Qualquer ruptura desse
equilibrio podera facilitar a invasao de microrganismo para um local normalmente estéril
(tecido, cavidade ou fluido corporal), provocando um processo inflamatorio e
estabelecimento de focos de infeccdo e sepse (RIEDEMAN et al., 2003).

O desenvolvimento de um processo inflamatorio ¢ uma resposta normal e essencial
do hospedeiro contra agentes infecciosos. Acredita-se que o inicio e a progressao da sepse
se devam ao descontrole dessa resposta, com uma macica ¢ descontrolada ativacdo de
células inflamatorias, resultando numa anarquia metabdlica, na qual “o proprio organismo
ndo consegue controlar o que ele proprio criou” (BONE et al., 1992a; revisto por
VERONESI; FOCACCIA, 1996).

Nesse processo séptico, essas células produzem e secretam sistemicamente
mediadores pré-inflamatorios, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina 1 (IL-
1), etc. Estes sdo responsaveis pela maioria das alteracdes fisiopatologicas observadas nos
pacientes sépticos e nos modelos experimentais dessa patologia e, estdo também

correlacionados com aumento da mortalidade na sepse (BONE et al., 1997).
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A liberagao exacerbada inicial de mediadores pro-inflamatorios ¢ acompanhada por
uma resposta compensatoria exacerbada de citocinas anti-inflamatdrias, como interleucina
10 (IL-10), as quais, estdo geralmente associadas a um aumento significativo de
suscetibilidade as infecgdes (BONE et al.,, 1997). O mecanismo pelo qual a liberagdo
sistémica de citocinas e de outros fatores sao favoraveis ao desenvolvimento do quadro de
imunossupressdo, esta relacionado a uma diminui¢do da resposta linfocitaria

(OSUCHOWSKI et al., 2006; VENET et al., 2005; LE TULZO et al., 2002).

1.1.4. Imunossupressiao e sepse grave

O estado de disfung@o imune resultante da sepse grave pode levar a morte rapida ou
evoluir para um quadro de imunossupressdo (ROMANI et al., 1998; BENJAMIM et al.,
2005). Neste sentido, varios estudos clinicos t€ém demonstrado que pacientes séptico
apresentam aumento da susceptibilidade a infecgdes secundarias, tais como pneumonia
(PERL et al., 1995; RIEDEMANN et al., 2003). Alguns pesquisadores demonstraram que
os pacientes, ainda no ambiente hospitalar em recuperacdo da sepse grave, apresentavam
uma alta susceptibilidade a infecgdes oportunistas. Ainda, observaram que estes pacientes
apresentavam uma alta mortalidade em até oito anos, por doencas relacionadas ou ndo as
infecgoes (PERL et al., 1995).

Durante a sepse grave, os mecanismos desencadeadores da imunossupressao ainda
ndo estdo totalmente compreendidos. Contudo, esta condigdo pode ser caracterizada por
uma faléncia do sistema imune, incluindo comprometimento nas fun¢des de mondcitos,
neutrofilos, células dendriticas e linfocitos (revisto por SHEVACH et al., 2002).

Estudos demonstraram que em modelo experimental de sepse grave (CLP), os
camundongos sdo susceptiveis a infeccdo secundaria induzida por Aspergillus fumigatus

(BENJAMIM et al., 2003) e por Pseudomonas aeruginosa (STEINHAUSER et al., 1999).
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Steinhauser e colaboradores justificam que a imunossupressdo parece ser decorrente dos
altos niveis circulantes de IL-10, uma vez que o pré-tratamento dos animais infectados com
anticorpo anti-IL-10 reverteu o estado de imunossupressao (STEINHAUSER et al., 1999).
Corroborando estes resultados, Flohe e colaboradores demonstraram em modelo de
endotoxemia induzida pela administragdo sistémica de lipopolissacarideo (LPS), elevagao
dos niveis de IL-10 secretados pelas células dendriticas do bago. Observou-se, também,
que essas células deixaram de secretar IL-12 (citocina importante na diferenciacdo de
linfocitos T). Estas alteragdes, em conjunto, foram ainda associadas a uma capacidade
reduzida de ativar células T CD4" (FLOHE et al., 2006).

A IL-10 pode apresentar atividade imunossupressora, pois atua na maturacdo e na
funcdo de apresentagdo de antigeno de algumas células apresentadoras de antigenos
(APCs). Estudos indicam, entretanto, que a IL-10 n3o é o inico componente da resposta
imune responsavel pelo efeito imunossupressor, sugerindo que as células T reguladoras

apresentem um papel chave nesse processo (BHATTACHARY YA et al., 2004).

1.2. CELULAS T REGULADORAS

1.2.1. Consideracoes gerais

As células T reguladoras sdao células envolvidas na modulacdo da resposta imune,
com agdes em trés principais situagdes: na manutencao da toleradncia a antigenos proprios
(PARIJS; ABBAS, 1998; SAKAGUCHI; SAKAGUCHI, 2000; MADAKAMUTIL et al,
2003), na regulagdo da imunopatologia desenvolvida pelos hospedeiros a diferentes
patogenos (HORI, CARVALHO, DEMENGEOT, 2002; POWRIE et al., 2003) ¢ nos

transplantes de 6rgdos (KARIM et al., 2001).
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Essas células capazes de suprimir a resposta imune foram descritas inicialmente em
1970 (GERSON; KONDO, 1970). Elas foram caracterizadas em camundongos como uma
pequena populagdo celular T CD4" (~ 5 — 10%) que apresenta co-expressdo constitutiva da
cadeia a do receptor de IL-2 (CD25), a qual era crucial para o controle das células T
autoreativas in vivo (SAKAGUCHI et al., 1995; TAKAHASHI et al., 1998). Uma
populagdo com fenotipo e propriedades funcionais idénticas também foi identificada no
sangue periférico de humanos saudaveis ou com doenc¢a autoimune induzida por células T
(LEVINGS et al., 2001; NG et al., 2001; DIECKMAN et al., 2001).

Atualmente, a descoberta do fator de transcri¢dao forkhead Box P3 (Foxp3) como uma
molécula fundamental para o desenvolvimento, fun¢do, bem como para a manuten¢do da
atividade supressora dessas células possibilitou, juntamente com o CD25, a caracterizagdo
fenotipica das células T reguladoras naturais (FONTENOT et al., 2003; HORI; KHATTRI,
2003; WILLIAMS; RUDENSKY, 2007). Os estudos que correlacionavam a expressdao de
Foxp3 como um fator de transcri¢do inerente as células T reguladoras foram iniciados a
partir de observacdes de que a mutagdo no gene que codifica Foxp3 estd associada a
sindrome de imunodeficiéncia denominada sindrome ligada ao cromossomo X de
disfuncdo imune, poliendocrinopatia, enteropatia (IPEX em humanos ou scurf em
camundongos). Os pacientes portadores dessa mutacdo apresentam doengas autoimunes em
multiplos 6rgdos, doenca inflamatéria intestinal, alergia grave incluindo dermatite atopica,
alergia alimentar e infeccdo fatal (BRUNKOW et al., 2001; GAMBINERI et al., 2003).
Evidéncias recentes enfatizam a importancia da expressao constante de Foxp3 pelas células
T reguladoras, assegurando a funcdo supressora dessas células, as quais por sua vez, sdo
capazes de controlar células T auto-reativas durante toda a vida dos animais. A deplegdo de

Foxp3 resulta na geragdo de células T CD4 Foxp3” ativadas, as quais produzem citocinas
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que induzem a maturagdo de células dendriticas, ocasionando o desenvolvimento de
doencas auto-imunes (KIM; RASMUSSEN; RUDENSKI, 2007).

De maneira semelhante ao Foxp3, hospedeiros com deficiéncia na produgdo da
citocina IL-2 ou na expressdo de seu receptor (CD25, cadeia o ou CDI122, cadeia )
apresentam doen¢a auto-imune em decorréncia a um reduzido niumero de células T
CD4'CD25" (HORAK et al., 1995; WILLERFORD et al., 1995). IL-2 ¢ capaz de
promover a proliferacdo e a sobrevivéncia de células T, induzindo a sintese do fator de
transcricdo STATS e a expressdo de moléculas anti-apoptoticas Bel-2 (ANTOV et al.,
2003). STAT-5, por sua vez, esta presente em grande quantidade em células T reguladoras
CD4'CD25" e sua sinalizagdo promove a expressdo de Foxp3 nessas células (BURCHILL
et al., 2007).

As células T reguladoras, além da expressao constitutiva de CD25 e Foxp3,
apresentam também uma variedade de moléculas de superficie, tais como: CDShigh,
CD103, CD62L, Cd45RB™ (CD45RO em humanos) ¢ OX40, além de outras moléculas
importantes relacionadas com sua fun¢do, como CTLA-4 e receptor de TNF induzido por
glucocorticoide (GITR) (revisto por NAKAMURA et al., 2001; BAECHER-ALLEN et al.,
2001; JONULET; SHMITT, 2003; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004; MAGGI et al.,
2005). A molécula do receptor de semaforina III, chamado neutropilina (Nrpl), ¢ altamente
expresso nessa populagdo celular, no entanto a concentragdo dessa molécula ¢ diminuida
uma vez que as células sdo ativadas (MAGGI et al., 2005).

Atualmente, as células T reguladoras sdo divididas em dois grupos distintos: as
células T reguladoras naturais e as induzidas. A primeira (células T reguladoras naturais) ¢
produzida no timo como uma subpopulacao de células T maduras e funcionais ¢ migram
para os tecidos periféricos onde exercem sua funcdo supressora (revisto por FONTENOT;

RUDENSKY, 2005). A segunda, as células T reguladoras induzidas, sdo originadas na
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periferia, por mecanismos ainda nao totalmente elucidados, embora se discuta a
participagdo de células dendriticas e de citocinas como IL-10 e TGF-B na sua diferenciacao
(CHEN et al, 2003; FANTINI et al, 2004; revisto por MILLS, 2004; revisto por
FONTENOT; RUDENSKY, 2005; MAGGI et al., 2005). As células T reguladoras
induzidas incluem células T CD4 " produtoras de TGF-p solavel (células Th3 - referindo-se
a terminologia ja utilizada para denominar células T auxiliares ou helper), as quais sao
capazes de inibir o desenvolvimento de doengas autoimunes (MILLS, 2004). E as células
tipo 1 (Trl), tém expressdo variavel de Foxp3, sdo dependentes da presenca de IL-10 e
podem inibir algumas respostas de células T in vivo (MILLS, 2004).

Uma questdo central e que remete a muitas controversas sdo os mecanismos de
supressao das células T reguladoras. Em geral, as células T reguladoras naturais ndo so
capazes de suprimir a resposta imune quando recém isoladas, e necessitam da ativagao
através do receptor de célula T (TCR) ou de estimulos policlonais para exercer sua fungao
supressora. Uma vez ativada, as células T reguladoras suprimem a fungdo das células
efetoras de maneira independente de antigeno, inibindo a transcrigdo de IL-2 pelas células
alvo (THORNTON; SHEVACHI, 1998).

Além disso, estudos in vitro sugerem que a supressio mediada pelas células T
reguladoras ocorra somente por um mecanismo dependente de contato, uma vez que
camundongos deficientes para a produgdo dessas citocinas apresentam células T
reguladoras funcionais (THORNTON; SHEVACH, 1998; JONULEIT et al., 2001).
Contudo, as células T reguladoras naturais podem induzir a producdo de IL-10 e TGF-$
por outras células T efetoras, fazendo com que passem a apresentar atividade supressora,
denominadas células T reguladoras induzidas (DIECKMANN et al., 2002; JONULEIT et

al., 2002).
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Dentre os mecanismos de contato estd a interacdo entre CTLA-4, receptor presente
nas células T reguladoras, com o seu ligante o receptor CD80 ou CD86 (ou B7) nas células
ativadas, resulta na supressdo da resposta imune. Entretanto, hd muitas controversas sobre
sua atividade, estudos descrevem que a populagio de células CD4'CD25 CTLA-4"
apresenta forte atividade reguladora in vitro e o bloqueio de CTLA-4 reduz sua atividade
em animais (BIREBENT et al., 2004; MANZOTTI et al., 2002). No entanto, trabalhos
demonstraram que a auséncia de CTLA-4 ndo impede a atividade das T CD4'CD25"
(DIECKMANN et al., 2001; JONULEIT et al., 2001 LEVINGS et al., 2001; NG et al.,
2001; STEPHENS et al., 2001). Além disso, células T provenientes de camundongos
geneticamente deficientes do receptor B7 podem ser suprimidas por células T reguladoras
CD4'CD25" (MAY —JR et al., 2007). CTLA-4 presente nas células T reguladoras pode
também interagir com CD80 e CD86 na superficie de células dendriticas, resultando na
sintese da enzima indoleamina 2.3-dioxigenase (IDO) por essas células. Essa enzima induz
a degradacdo do aminoacido essencial triptofano no ambiente inflamatorio, levando a
supressao da resposta proliferativa e inibicdo da producdo de citocinas por células T
efetoras (BRUSKO et al., 2005; MUNN et al., 2004). As evidéncias sugerem outro
mecanismo que induz a apoptose das células alvo através da liberagdo de granzimas
(GONDEK et al., 2005).

O GITR (gene do receptor de TNF induzido por glicocorticoide) ¢ membro da
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFRSF), embora esteja presente
em baixos niveis em células como macrofago, células dendriticas (SHIMIZU et al., 2002) e
células NKT (KIM et al., 2006), é predominantemente expresso em células T reguladoras.
Seu ligante, GITR-L, é expresso na superficie de APCs e alguns subtipos de linfécitos B e,
embora ainda em discussdo, pode ser também expresso em células T ativadas (TONE et

al., 2003). Quanto ao papel de GITR na funcdo das células T reguladoras, trabalhos
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demonstraram de forma contraditéria, que o bloqueio do mesmo impede a atividade
reguladora in vitro e in vivo das células T reguladoras, porém nao promove elimina¢io
dessa populagdo celular do pool de células circulantes (SHIMIZU et al., 2002). E sua
interagdo com o GITRL inibe a produ¢do de citocinas e fator de crescimento celular
(RONCHETTI et al., 2004). No entanto, tém demonstrado que a sinaliza¢do pelo GITR
promove sinais co-estimulatérios em células T efetoras, intensificando a proliferacdo e
sobrevivéncia das mesmas, além da aumentada sintese de citocinas tais como IFN-y e IL-2,
sugerindo um duplo papel desempenhado pela ligagio do GITR (RONCHETTI et al.,
2004). E a expressio de GITR poderia influenciar a hiporresponsividade de células T CD4"
CD25 e ndo somente sobre as células T reguladoras (PICCIRILLO; THORNTON, 2004).
Assim, os estudos relacionados as interagdes de GITR e seu ligante na supressdo mediada
pelas células T reguladoras permanecem em aberto.

Além destes mediadores, trabalhos sugerem que o monéxido de carbono (CO)
constitui também um importante mediador das células T reguladoras. O CO ¢ produzido
pela enzima microssomal heme oxidase-1 (HO-1) dessas células, e ndo por outros produtos
de reagdo (Ferro ou bilirrubina). Mais especificamente o CO ¢ capaz de bloquear produgao
de IL-2, uma importante citocina envolvida na proliferacao dos linfécitos T convencionais
(PAE et al.,, 2004; THORNTON; SHEVACH, 2000). Recentemente, outro mediador
descrito ¢ a IL-35, produzida pelas células T reguladoras, capazes de inibir a proliferagao
das células T efetoras, bem como sua produgdo de citocinas (COLLISON et al., 2007).

Embora, como discutido acima, existem dados da literatura sobre mecanismos pelos
quais as células T reguladoras regulam a ativagdo do sistema imune, entretanto poucos
estudos analisam os mecanismos que medeiam a inibi¢do da atividade supressora dessas
células. Em estudos recentes, observam que a presenga de IL-6 modula negativamente a

funcao das células T reguladoras (WAN; XIA; MOREL, 2007).
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Dados recentes sugerem também que possivelmente existem diversos tipos de
mecanismos tanto modulando negativamente a funcdo das células T reguladoras, como
também varios tipos de células reguladoras que podem apresentar diferentes mecanismos
de supressdo. Pesquisas mais freqiientes identificaram populagoes de células com
capacidade reguladora, como célula reguladora inata (como: células T NK) e células
reguladora adaptativa (como: células T CD8" CD25" e células T CD4" CD25") (revisto por
VENET et al., 2007). Além disso, a habilidade das diferentes subpopulag¢des de células T
reguladoras de interagir com células do sistema imune inato (como macrdéfagos, neutréfilos
e células NK), e com células da resposta imune adaptativa (como linfocitos efetores que
apresentam papel central em respostas infecciosas), focalizam o provavel papel de

regulacdo da resposta imune dessas células (revisto por VENET et al., 2007).

1.2.2. Cé¢lulas T reguladoras e sepse grave

Embora as células T reguladoras estejam envolvidas no controle de doengas auto-
imunes e rejei¢do de transplantes, grande aten¢do tem sido dada a participagdo das células
T reguladoras em doengas infecciosas. Varios trabalhos vém demonstrando que essas
células participam da resposta induzida por infecgdes com a fungdo de minimizar o dano
tecidual causado pela resposta inflamatéria exacerbada. Adicionalmente, essas células
parecem estar relacionadas a tecidos que exigem maior controle da resposta imune, como
trato gastrintestinal, pulmoes, figado, olhos e pele (BELKAID; ROUSE, 2005).

Hé evidéncias demonstrando, numa fase aguda, um aumento da expressdo dessas
células T reguladoras, tanto em pacientes (MONNERET et al., 2003; VENET et al., 2004;
MACCONMARA et al.,, 2006) como em animais sépticos (SCUMPIA et al., 2006;

WISNOSKI et al., 2007; CHEN et al., 2007; OFFNER et al., 2006).



Introdugdo 13

Uma questdo central e que remete a muitas controvérsias € o papel das células T
reguladoras na fisiopatologia da sepse. Heuer e colaboradores elegantemente
demonstraram que a transferéncia adotiva de células T reguladoras para camundongos
submetidos a sepse, derivadas de camundongos higidos, reduz a mortalidade induzida pela
sepse grave (HEUER et al., 2005). No entanto, outros estudos verificaram que a
administracdo de anticorpo anti-CD25 nido altera a sobrevida de animais submetidos a
sepse grave (SCUMPIA et al., 2006, WISNOSKI et al., 2007).

Desse modo, a necessidade do esclarecimento do papel exercido pelas células T
reguladoras na sepse fica evidente, uma vez que tais estudos podem favorecer o

entendimento da relagdo imunossupressao e sepse grave.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Amplo

Estudar a participagdo das células T reguladoras no desenvolvimento da

imunossupressao durante a sepse grave experimental (CLP).

2.2. Objetivos Especificos e delineamento experimental

1. Em camundongos C57BL/6 submetidos a CLP, avaliar os seguintes parametros:
sobrevida; contagem de bactérias no sangue; peso corporal; parametro de lesdo tecidual
(hepatico — aspartato aminotransferase -AST).

2. Awvaliar a susceptibilidade de camundongos sépticos a infec¢do secundaria por
L. pneumophila, pulmonar, ndo letal em animais normais, utilizando como parametro: a
sobrevida.

3. Avaliar a freqiiéncia de células T reguladoras no desenvolvimento da
imunossupressdo durante a sepse grave, utilizando como pardmetro: a expressdo de
diversos marcadores de células T reguladoras em diferentes tecidos e tempos apds indugao
da sepse grave.

4. Avaliar se as células T reguladoras modulam positivamente o estado de
imunossupressao em animais sépticos, utilizando os seguintes parametros: capacidade
proliferativa de células totais do bacgo; participacdo das células T reguladoras na
proliferacdo de células totais do baco; capacidade de proliferacio das células T
CD4'CD25 de animais sépticos; apoptose celular; capacidade de supressdo das células T
reguladoras.

5. Avaliar o papel das células T reguladoras em conferir resisténcia ou

susceptibilidade a infecgdo secundaria em animais sépticos. Confirmando a
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susceptibilidade desses animais sépticos a infec¢ao secundaria ndo letal, serd verificado se
este quadro de imunossupressdo poderia ser prevenido pelo tratamento dos animais antes e
depois da sepse com o anticorpo anti-GITR, j& que este inibe a atividade das células T

reguladoras.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

No presente estudo foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem
C57BL/6 (wild type, WT) e camundongos deficientes de MHCII (CD4'/'), machos e
fémeas, de 6-10 semanas de idade. Os animais eram provenientes do Biotério de
Camundongos Isogénicos do Departamento de Genética da FMRP-USP.

Todos os animais em experimentacdo foram mantidos no biotério do Departamento
de Farmacologia da FMRP-USP, sob condigdes de temperatura (23-25°C) e ciclo
claro/escuro controlados, com livre acesso a racao e dgua.

Os protocolos experimentais realizados neste trabalho estdo de acordo com os
Principios Eticos de Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissio de FEtica em
Experimentacdo Animal (CETEA) do hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto — USP (certificado n® 023/2007) (Anexo 1).

3.2. Preparo das solucgdes e reagentes

3.2.1. Solu¢io de Tribromoetanol 2.5 %

2,2,2-tribromoetanol (S1ZMA) ......ccveerieeriieriieiieeieeriee e et e ereesieeereesreeeaeessneesaens 250 mg
SalINA 0.9 Y0 QeSuP: veereertieiieieete ettt 100 mL
A solugdo foi aquecida a 56 °C até a dissolugdo total da droga;

Foi ajustado pH 7.2 e estocado a 4 °C.
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3.2.2. Solucdo de Tampao Salina-fosfato (PBS) 10X (Solucao Mae):

Cloreto de SOdio (NACL METCK) ....eoouvieiiieiiieiieeiieiee ettt e 80 g
Cloreto de Potdssio (KCI, MEICK) ......ccouiiiiiiiiiiiieiiecieceecte ettt 2g
Fosfato de Sédio dibasico (Na;HPOy4, Merck) ......cceeviieniieeiiiiieeiieiecieeeeeeeeen 11.5¢
Fosfato de Potassio monobasico (KH;PO4, Merck),.....c.coevuvieeiiiiiniiiiiieeiiecieeene, 20g

Agua deionizada Milli-Q q.S.P. «ovvvveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ese e 1000 mL

3.2.3. PBS 1X:
PBS 10X ettt ettt a et et sne et eneeeneeneas 100 mL
AGUA MllIZQ Qe8P et 900 mL

Ajustado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.4. PBS/EDTA (1 mM):
PBS 12X e8P utteteenteeieett ettt ettt e 100 mL
Etilenodiaminotetracético (EDTA, Merck) ......ccccovvveeeiieiiiieeieecee e 37.2 mg

Ajustado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.5. Liquido de Turk:

Acido acético glacial P.A. (MEICK) .........ccoovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20 mL
Azul de metileno (MEICK) .....ccouiiiiiiiiciiecce e e et 05¢g
AGUA MillI=Q QuS.D. vt 1000 mL

3.2.6. Meio RPMI incompleto
Hepes (CgHsN2O4S, SIZMA) ...eiivviiiiiiiiiiiiieiiecie ettt sae e 2.38¢g
RPMI 1640 (SigMa)— 1 fTaSCO ..eovveevieriiieiieriiieiiecie ettt e e sveeaeeeveeseaeenaeens 10,4 g

Bicarbonato de s6dio (NaHCO3, VEIEC) ..ocouviiieiiiiciiieeciieeeeee et 220 g
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Agua de MIlli-Q QuS.P. cveveeeeeeeeeeeeeeee oot 1000 mL

Ajustado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.7. Meio RPMI completo

Soro Bovino Fetal inativado (SBF- I, HyClone) .........ccccccveveiienieeciienieciieieeeee, 10 mL
Estreptomicina/penicilina (antibiotico, Sigma) .........ccceeveevieiiienieeiienieeeeeie e I mL
Gentamicina (antibiotiCo, SIZMA) .....ccccveeriiiiriiieeiieeeiie et sree e 10 uL
RPMI INCOMPIEIO G.S. P weeutieiiieiieeiieetie sttt ettt ettt e 100 mL

Ajustado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.8. Tampao de citometria de fluxo (Tampao de FACS)

Glicose - D (+) glucose anidra P.A. (Dextrose) (C¢H,04, Sigma) 20 mM ........... 3.960 g
Albumina derivada de soro bovino(BSA, Sigma) 0,5 % ....ccccveviieiiieniiiiienieeieeeeenee. S5¢g
PB S T X 8 tettteeiieeette et ettt ettt e e eeabeeenee 1000 mL

Acertado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.9. Tampao utilizado na purificacio de células (Tampao de separacio celular)

BSA (S12MA) 0,5 Y0 .eeeneeeiieeeeee e e 5¢g
EDTA (Labsynth) 2MM ........cccccoiiiiiiiiiiieiieeie ettt ene 0.396 g
PBS 13X e8P cttteiiiieeiiee ettt ettt e ettt e et e e et e et e et e e e nbeeeaaeeenneeens 1000 mL

Ajustado pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.10. Tampao de lise
Cloreto de amonio (NH4CI, METCK) .......oiiiiiieiiiieiieeiee ettt 401 ¢g
EDTA (LabSYNth) ..ccuiiiiiiiieciie ettt ettt ettt vee et e e enaeeenraeennee s 0,18 ¢g

Bicarbonato de s6dio (NaHCO3, VELEC)......uiiviuiieeiiieeiiieeee ettt 0,42 ¢g
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Agua de MAllE-Q QuS.P. cveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 mL

Ajustado pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

3.2.11. Tampées utilizados para o ensaio de ELISA
(A) Solucao de ligacao (binding buffer) pH 9.0

Fosfato de s6dio (NazPOu, METK) ...ccuviieiiieeiieeeeeeeeeeee et e 0.1M

(B) Tampao de substrato pH 5.0
Acido CHIICO (METK) ..o 347 mM

NaZPO4 (IMETK) ettt e et e s aa e e e bee e s aeeessbeeesnseeenns 66.7 mM

(C) Substrato

1,2 ortofenilenodiamino (OPD, Sigma) ........cccccveeiieiieiiieiieeieeie e 0.4 mg
Agua oxigenada vol. 30 (HyO2, METK) ......o.ovivieeeieeeeeeeeeeeeeee e, 0.4 uL
TamPAO SUDSLIALO LS. - +eeeveerurreiieriieeriienieertteeteeteeseteeteesteenseeseseeseessseesaesnseeseennne 1 mL

3.3. Modelo experimental de sepse polimicrobiana grave

Para mimetizar o quadro de sepse grave, utilizamos o modelo de ligacdo e
perfuracdo do ceco (CLP) originalmente descrito por Baker e colaboradores (BAKER et
al., 1983) com algumas modificagdes. Os camundongos foram anestesiados com
tribromoetanol via intraperitoneal (i.p.) 2,5 % (10 pL/ g), sendo em seguida feita uma
incisao mediana de aproximadamente 1 cm no abdome. O ceco foi exposto e ligado com
um fio de algodao abaixo da valvula ileo-cecal e foram realizadas duas perfuragdes com
agulha estéril de 18G (1x18G) para induzir sepse grave (CLP), com 100 % de mortalidade.
Em seguida, o ceco foi pressionado gentilmente para garantir a saida das fezes pela

perfuragdo e recolocado no abdome, sendo a incisdo suturada. Todos os animais receberam
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1 mL de salina subcutanea imediatamente apds a cirurgia, para evitar desidratagdo, e
coloca em presenca da luz. Em média, 40 min apos a cirurgia os animais ja estavam
recuperados do efeito do anestésico. Os animais SHAM-operados (controles) foram

submetidos a0 mesmo procedimento, porém sem perfuragdes.

3.4. Modelo de tratamento com antibidtico

Para impedir a mortalidade de 100 % observada em modelos experimentais de
sepse grave (BENJAMIM et al., 2003), os animais foram tratados, por via intraperitoneal
(i.p.), com o antibiotico Ertapenem sodico (Laboratories Merck Sharp& Dohme — Chibret
Mirabet Plant Riom) em diferentes concentra¢des, sendo que 20mg/ Kg foi a dose
escolhida. Administrados em 6 h, e posteriormente em intervalos de 12 h até o 3° dia apos

a CLP (Apéndice 1).

3.5. Protocolos experimentais

3.5.1. Perfil de animais sépticos e freqiiéncia de células T reguladoras (Protocolo 1):

Animais : WT
Antibistico (Ertapenem sodico -6h, 16h, 30h, 42h, 54h, 66hreh) | SoPrevida
cLp Tl‘ul 2. Quantificagio de Bactérias;
I 3. Marcador de lesdo tecidual (Figado - AST);
0 4.  MassaCorpérea;
fo 70 150 30°ia. 5 Expressio de CDA*CD25* e Foxp3* ou GITR*

Sacrificio ou CTLA-4*ou CD103* (FACS);

6. Quantificagio de Citocinas;
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3.5.2. Susceptibilidade de animais sépticos a infeccio nao-letal por Legionella

pneumophila (Protocolo 2):

Animais : WT e CD4}
Antibidtico (6h, 18h, 30h, 42h, 54h, 66h,78h)

CLP
—  » Sobrevida

0

r
15°
Infeccédo pulmonar com Legionella preumophila

{fGx107/por animal)

3.5.3. Ensaio de proliferacio, supressao e viabilidade celular (apoptose) (Protocolo 3):

Animais : WT

Antibiétice (6h, 18h, 30h, 42h, 54h, 66h,75h)
CLP | I II I“ 1. Ensaio de Proliferagao;

- = 2. Ensaio de Supressio (MACS);
0 3. Viabilidade Celular.

15%Dia - Sacrificio

L

3.6. Analise de sobrevida

Os camundongos CD4" ou C57BL/6 foram monitorados, a cada 24 h, durante 10
ou 30 dias, sendo apos esse prazo os animais foram sacrificados de acordo com as normas
sobre uso de animais de experimentagdo em laboratorios. O experimento foi realizado em

triplicata e os resultados foram expressos em % de sobrevida.

3.7. Determinacao da bacteremia
A quantificacdo da bacteremia de animais C57BL/6 submetidos a CLP foi realizada
1 dia apos a indugdo da sepse, com ou sem antibidtico, e posteriormente, 7, 15 ou 30 dias

ap6s a inducdo da sepse somente em camundongos tratados com antibiotico. Para a
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quantificagdo de bactérias presentes na circulacao, os animais foram anestesiados, tendo o
sangue coletado através do plexo ocular. Todo o procedimento foi realizado sob condig¢des
estéreis. Os animais foram entdo sacrificados e 10 plL do sangue com anticoagulante foi
semeado, sem dilui¢des, em placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton (Difco
Laboratories, Detroit, Mich). Ap6s a semeadura, as placas foram incubadas por 18 h a
37°C e o numero de unidades formadoras de colonias (UFC) foi quantificado. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos em Log de UFC/

mL de sangue.

3.8. Analise da massa corporal
A massa corporal dos camundongos C57BL/6 submetidos a CLP tratados com
antibidtico e os controles SHAM, foram monitorados por 30 dias. O experimento foi

realizado em triplicata e os resultados foram expressos em peso em gramas.

3.9. Determinacio das concentracoes séricas de aminotransferase (AST)

Para avaliacdo da funcdo hepatica, foram realizadas dosagens de AST dos soros de
animais higidos (“naive”) e animais sépticos nos dias 1, 7, 15 ou 30 apds a indugdo da
sepse. Para tanto foi utilizado o ensaio colorimétrico enzimatico através do Kit
transaminase AST / LABTEST Diagnostica. O soro de animais foi processado conforme
indicagdes do fabricante. O experimento foi realizado em triplicata e os valores foram

expressos em U/ mL.

3.10. Quantificacio de citocinas por ELISA
As quantificagdes de IL-10 e IL-6 no lavado peritoneal e no sangue foram

realizadas com material coletado 1, 7, 15 ou 30 dias ap6s a inducdo da sepse. Apos o
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sacrificio dos camundongos C57BL/6, a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 mL de
tampao PBS contendo EDTA (1 mM). O sangue coletado ¢ o lavado peritoneal foram
centrifugados por 10 min a 180 g.

A determinagdo dos niveis destas citocinas foi feita por método imunoenzimatico
(ELISA), como segue. Placas de microtitulagdo (96 pogos) foram recobertas com 50 pl/
poco do anticorpo especifico anti-IL-10 (3 pg/ mL) ou IL-6 (3 ng/ mL) (Pharmagen, San
Diego, CA, USA). Estes anticorpos foram diluidos em solugdo de ligacdo (binding buffer)
em pH 9.0 e incubados por 18-24 h a 4 °C. As placas foram lavadas por trés vezes com
PBS/Tween-20 (0.05 % Sigma). As ligacdes nao-especificas foram bloqueadas com 100
pL de PBS/BSA 1 % durante 120 min em temperatura ambiente. As amostras e o padrao
(curva-padrao) contendo as concentragdes de IL-10 (5000 pg/ mL) e IL-6 (4000 pg/ mL)
(Pharmagen) foram colocados nas placas (50 uL) e incubados por 18-24 h a 4 °C. Apos
esse periodo, as placas foram lavadas com PBS/Tween e 50 uL dos anticorpos biotinilados
especificos para cada citocina foram adicionados nas concentragdes: 4 pg/ mL (IL-10) e
4ug/ mL (IL-6). Apds uma hora, as placas foram lavadas com PBS/Tween e o conjugado
avidina-peroxidase, na diluicdo de 1/5000, foi adicionado a cada pogo. A seguir, as placas
foram incubadas por 30 min. Posteriormente, elas foram lavadas com PBS/Tween e 100 pL
do substrato OPD (o-fenilenediamina-dihidrocloreto; Sigma) em tampao substrato (pH 5.0)
foram adicionados. A reagdo foi interrompida com 50 pL. de H,SO4 (1 M) e a densidade
optica (DO) foi medida a 490 nm em espectrofotdometro (Spectra Max-250, Molecular
Devices). A concentragdo de citocinas contidas nas amostras foi calculada a partir de uma
curva padrdo com 12 pontos obtida por dilui¢do seriada, sendo as concentracdes iniciais
em cada curva as seguintes: 5000 pg/ mL ( IL-10) e 5000 pg/ mL (IL-6). O experimento foi

realizado em triplicata e os resultados foram expressos em picogramas/ mL.
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3.11. Preparacio de suspensio celular

Apds os camundongos C57BL/6 serem sacrificados, os 6rgdos a serem analisados
foram retirados, e colocados em tubo de propietileno de 15 mL (Falcon®) contendo ImL
de meio RPMI 1640 incompleto. A seguir, os 6rgdos foram divulssionados em peneira de
propietileno (Falcon® - separador de células — 100 pum) com auxilio do émbolo da seringa
de 3 mL (Plastipak®), formando uma tunica suspensdo celular. A suspensao celular do
lavado peritoneal foi coletada com 3 mL de meio RPMI 1640 incompleto, € posteriormente
centrifugada a 400 g por 10 min. As hemadcias foram lisadas por choque hiposmético
utilizando um tampao de lise € uma nova centrifugacio foi realizada. Subseqiientemente,
os sedimentos celulares foram ressuspensos em 1 mL de meio RPMI 1640 completo e as

células foram contadas em camara de Neubauer.

3.12. Citometria de fluxo

3.12.1. Analise da expressao de marcadores de células T reguladoras

As andlises da expressdo de alguns marcadores, no intuito de caracterizar a
populacdo de células T reguladoras, foram realizados em células recuperadas dos tecidos:
lavado peritoneal, linfonodo mesentérico (drenante), timo ¢ bago, de camundongos higidos
ou submetidos a CLP tratados ou ndo com antibiético. Sendo caracterizada a expressdo dos
seguintes marcadores: CD4" e CD25" ¢ Foxp3™ ou GITR ou CTLA-4" ou CD103".

Como descrito anteriormente, foi preparada uma suspensao de células de cada 6rgao
individualmente. Apds centrifugacdo, para realizar a lise celular, as células foram
ressuspensas em tampdo de FACS gelado concentrando-as em 3,0x10° células/ mL. Dessa
suspensdo de células foram retirados 100 pL (3,0x10° células) e incubados com 40 uL de Fc

block, bloqueador da por¢ao Fc de imunoglobulinas (anticorpo proveniente de sobrenadante
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de hibridoma de anti-CD16/ CD32), para evitar ligacdes inespecificas, por 45 min a 4 °C.
Em seguida, foram adicionados com 0,5 pL (0,5 pg) de anticorpos monoclonais
extracelulares ndo relacionados, de mesmo isotipo conjugados a PE ou PerCP (todos obtidos
da BD Pharmingen, San Jose, Ca USA) por 30 min a 4 °C. Apoés a incubagdo, adicionou-se
100 puL de CITO-FIX (puro) (kit Cytofix/Cytoperm — Pharmingen) (utilizado para fixar as
células e em seguida realizar a marcacao intracelular), por 15 min a 4 °C e, posteriormente as
amostras foram lavadas 2 vezes com 2 mL de tampao de FACS, sendo centrifugadas a 400 g
por 10 min. Apds a lavagem, foram adicionados 100 pL de Penn Wash (diluido 1:100 em
PBS) (kit Cytofix/Cytoperm — Pharmingen) (utilizado como permeabilizador celular para
posterior marcagao intracelular), e 0,5 puL (0,5 pg) de anticorpos monoclonais intracelulares
nao relacionados de mesmo isotipo conjugados a PE (todos obtidos da BD Pharmingen, San
Jose, Ca USA) por 45 min a 4 °C. Posteriormente as amostras foram lavadas 2 vezes com 2
mL de tampao de FACS, centrifugadas a 400 g por 10 min e ressuspensas em 100 uL de
solugdo de formaldeido a 1 % em PBS. Apods estes procedimentos, as amostras foram
adquiridas em FACSsortTM (BD Immunocytometry System, Franklin Lakes, NJ), utilizando
os canais de fluorescéncia 1 (FL1) para moléculas conjugadas a FITC; 2 (FL2) para aquelas
conjugadas a PE; e 3 (FL3) para moléculas conjugadas a PercP. As analises foram feitas
usando o programa FCS Express V3 (DE NOVO SOFTWARE), o qual permitiu analisar
todas as células adquiridas (30000 eventos/ amostra), individualizadas por janelas (Gates)
estabelecidas com base em parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou
fluorescéncia (FL).
Os resultados foram expressos como %, nimero absoluto e razdo (células T

reguladoras/ células T CD4") da expressdo de marcadores de células T reguladoras. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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3.12.2 Analise de apoptose por Anexina-V

A determinagdo de apoptose celular foi realizada por citometria de fluxo
empregando-se a marcagdo com Anexina-V, que ¢ uma proteina com propriedades de
ligagdo aos fosfolipidios como a fosfatidilserina. Em células normais a fosfatidilserina esta
localizada na regido interna da membrana plasmatica. Nos estagios iniciais de apoptose, a
fosfatidilserina ¢ translocada para a regido externa da membrana, ficando exposta a
marcadores celulares como a anexina-V. As células apoptoéticas mantém a integridade da
membrana plasmatica durante a maior parte do processo de apoptose (VERMES et al.,
1995).

Desta forma, as analises de apoptose de células T CD4", foram realizadas em
células recuperadas do baco de animais no 15° dia ap6s a inducao da sepse ou higidos. Foi
caracterizada a expressdo dos seguintes marcadores: CD4" ¢ Anexina-V.

Como descrito acima, obtivemos células do bago em concentragio de 1,0x10’
células/ mL. Dessa suspensdo de células foram retirados 100 pL (1,0x10° células) e
incubados com 40 pL de Fc block, bloqueador da por¢ao Fc de imunoglobulinas (anticorpo
proveniente de sobrenadante de hibridoma de anti-CD16/ CD32), por 45 min a 4 °C. Em
seguida foram adicionados 0,5 puL (0,5 ug) de CD4 conjugado a PE (anticorpo obtido da BD
Pharmingen, San Jose, Ca USA) por 30 min a 4 °C. Apos a incubacdo as amostras foram
lavadas 1 vez com 3 mL de PBS 1X, sendo centrifugadas a 400 g por 10 min. Apds a
lavagem, adicionou-se 100 pL de tampao de Anexina-V (diluido 1:10 em agua de milli-Q —
Annexin Binding Buffer) (Apo Screen Kit, Birmingham, USA), e 1 pL de Anexina-V
conjugado a FITC (Apo Screen Kit, Birmingham, USA) por 15 min a 4 °C. Em seguida,
foram adicionados 50 uL. PBS 1X. Apos estes procedimentos, as amostras foram adquiridas
em FACSsortTM (BD Immunocytometry System, Franklin Lakes, NJ), utilizando os canais

de fluorescéncia 1 (FL1) para moléculas conjugadas a FITC; e fluorescéncia 2 (FL2) para
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aquelas conjugadas a PE. As analises foram feitas usando o programa FCS Express V3 (DE
NOVO SOFTWARE), o qual permitiu analisar todas as células adquiridas (30000 eventos/
amostra), individualizadas por janelas (Gates) estabelecidas com base em parametros de
tamanho (FSC) e complexidade celular (SSC) ou fluorescéncia (FL).

A estratégia utilizada para esta analise, em que tragamos uma janela especifica para
linfocitos (R1), baseou-se nos parametros de complexidade (SSC- side light scatter) e
tamanho (FSC- forward side scatter) dessa populagdo celular. Em seguida, para melhor
caracterizar a populacio de linfocitos T CD4", as células da regido R1 foram distribuidas
segundo os parametros de granulosidade e marcacdo para CD4, um marcador de células T
CD4" de camundongos. Desta maneira, delimitamos uma populagio homogénea com
marcacdo de alta intensidade para CD4" (R2), a qual corresponde aos linfécitos T CD4".
Finalmente, as células delimitadas pelas regides R1 ¢ R2 foram somadas e distribuidas
num pardmetro de CD4" por Anexina-V", onde a populagdo presente no quadrante direito
superior foi considerada células T CD4" que sofreram apoptose. Os resultados foram
expressos como % de expressdo de Anexina-V em células T CD4". O experimento foi

realizado em triplicata.

3.13. Ensaio de proliferaciio de células totais por timidina CH)

Decorrido o 15° dia apdés a indugdo da sepse experimental, o bago dos
camundongos C57BL/6 submetidos a CLP com antibidtico e o controle foram retirados, e
preparados segundo o protocolo descrito anteriormente.

Dessa suspensdo celular obtida como descrito no item 4.11, foram retirados 50 pL
(3,0x10° células) e colocados em placa de 96 pogos, fundo chato (Corning), sendo
distribuidas em triplicata. Foram adicionados 100 pLL de RPMI 1640 completo ou anti-CD3

(estimulo policlonal) e 100 pL de anti-GITR (mAb DTA), anti- CTLA-4 (mAb 4F10) ou
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RPMI 1640 completo. Em seguida, 2,5 pCi de timidina triciada - [3H] timidina
(Amersham Biosciences) em 50 pL, adicionados apds 54 h de cultura a 37 °C, em presenca
de CO,. As células permaneceram em cultura por mais 18 h e, posteriormente, foram
coletadas em coletor de células (Cell Harvester). A cultura teve um volume total de 250 ul
de RPMI 1640 completo.Apds estes procedimentos, a leitura foi realizada no contador de
cintilagio B (Tri-Carb®), com 3000 radiagdes, expressando a incorpora¢io de *H em

cintilagdes por min (cpm).

3.14. Purificacao celular para ensaio de proliferacio e supressao

Células totais obtidas do baco de trés camundongos C57BL/6 submetidos a CLP 15
dias antes da purificagdo, ¢ de camundongos higidos, foram lavadas em tampao de
separagdo celular. As subpopulagdes de células T CD4'CD25" ¢ T CD4'CD25 foram
separadas utilizando um kit comercial proveniente da Miltenyi Biotec (Auburn, CA).

Resumidamente, as células foram primeiramente marcadas com um coquetel de
anticorpos monoclonais biotinilados especificos para camundongos: CDS8, CD14, CDI16,
CD19, CD36, CD56, CD123, TCRyd e, subseqiientemente a suspensdo celular foi
incubada com micro-beads cobertas com biotina. Apos 15 min de incubagdo, as células
foram lavadas, 300 g por 10 min a 4-8 °C e, a populacdo CD4" (maior que 90 % pureza) foi
separada magneticamente por MACS"-sorting através da selecdo negativa em colunas
adequadas ao numero de células. Em uma segunda etapa, as células T CD4" previamente
selecionadas foram diretamente marcadas com micro-beads cobertas com anticorpos anti-
CD25 e entio obtida as subpopulacdes de interesse. As células T CD4'CD25" foram
selecionadas positivamente através da separacdo com colunas MACS® adequadas ao

nimero de células (maior que 95 % pureza). A pureza de células T CD4" CD25" FoxP3"
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(células T reguladoras) foi maior que 98 % e a pureza de células T CD4'CD25
(convencionais) foi maior que 96 % (dados nio mostrados).

Desta forma, tivemos duas populagdes celulares: células T CD4'CD25
(convencionais) e células T CD4'CD25" (células T reguladoras). Um nimero constante de
células T CD4'CD25 obtidas de camundongos controles foi co-cultivado na presenga de
diferentes niimeros de células T reguladoras CD4 ' CD25" de diferentes grupos, utilizando
estimulo anti-CD3 ou RPMI 1640 completo. Apos incubagao por 72 h a 37 °C em presenga
de 5 % CO,, timidina triciada [3H] (Amersham Biosciences) foi adicionada a cultura. A
leitura foi realizada em contador de cintilagdo B (Tri-Carb®). O experimento foi realizado
em triplicata e os resultados sdo expressos como incorporagio de “H em cintilagdes por

min (cpm).

3.15. Preparacio e inoculacio da bactéria Legionella pneumophila

3.15.1. Bactéria

L. pneumophila sorogrupo 1 foi utilizada neste estudo como ferramenta para avaliar
a imunossupressao causada por evento séptico. A cepa utilizada, (CR)1326 (selvagem),
cresceu a 37°C por 48 h em meio so6lido (dgar) de extrato de levedura contendo carvao
ativado (1 % de extrato de levedura; 1 % de acido N-(2 acetoamido)-2-
aminoetanosulfonico (ACES), pH 6.9; 3.3mM L-cisteina; 0,33mM de Fe(NO)s; 1.5 % de
agar bacterioldgico e 0.2 % de carvao ativado). A leitura da D.O. a 600 nm das bactérias

diluidas em PBS estéril foi utilizada para estimar a concentragdo da suspensdo bacteriana.
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3.15.2. Infeccio in vivo

Camundongos C57BL/6 ¢ CD4” higidos submetidos & CLP (15 dias) foram
anestesiados com tribromoetanol i.p. 2,5 % (10 pL/ g), e infectados via intranasal (i.n.)
com 40pl da suspensdo contendo 5x10° L. pneumophila/mL em PBS (ZAMBONI et al.,
2006). O experimento foi realizado em triplicata e a sobrevida foi analisada por 10 dias,

com resultados expressos em % de sobrevida, como descrito no item 3.6.

3.16. Tratamento com anti-GITR

Os camundongos C57BL/6 foram tratados com anti-GITR (1 mg/ Kg, mAb DTA),
1 hora antes da sepse experimental e no 3°, 9° e 15° dias. No 15° dia, decorrida 1 hora apos
o tratamento com anti-GITR, os camundongos foram submetidos a infec¢do secundaria
com L. pneumophila. Como controle utilizamos IgG purificado anti-Rat (1 mg/ Kg). O
experimento foi realizado em triplicata e a sobrevida foi avaliada por 10 dias, e os

resultados expressos em % de sobrevida, como descrito no item 3.6.

3.17. Analise Estatistica

A sobrevida dos animais foi expressa como porcentagem de animais sobreviventes
analisadas pelo teste Mantel-Cox logrank (X?, chi-squared), e as diferengas foram
consideradas significativas para P<0,05. Assim, a % de sobrevida ¢ igual ao nimero de
animais vivos até o intervalo de tempo avaliado, multiplicado por 100 e dividido pelo
nimero de animais no inicio do experimento. Os demais dados experimentais foram
avaliados comparando-se a média dos valores encontrados, por analise de variancia (one-

way ANOVA) seguida de pds-teste (Teste de Bonferroni). O nimero (n) de animais por
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grupo experimental estd descrito nas figuras. Os resultados foram expressos como média +
erro padrao de média (S.E.M.) e as diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes para valores de P<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. PERFIL DE CAMUNDONGOS C57BL/6 SUBMETIDOS A SEPSE GRAVE

4.1.1. Sobrevida dos animais sépticos apods tratamento com antibiotico

Com o intuito de mimetizar o que ocorre em termos fisiopatologicos com pacientes
sépticos graves, porém capazes de sobreviverem a esse episodio, padronizamos, em nossas
condi¢des laboratoriais, um modelo de sepse polimicrobiana grave (CLP letal -
caracterizado por induzir 100 % de mortalidade), seguido de tratamento com antibiotico.
Esse modelo experimental consiste, basicamente, em perfurar o ceco do camundongo para
que o conteudo fecal extravase para a cavidade abdominal, e, dessa forma, induza uma
peritonite infecciosa.

O protocolo de tratamento nos camundongos sépticos consistiu numa administragao
de 20 mg/ Kg de Ertapenem sodico (i.p., Laboratories Merck Sharp & Dohme — Chibret
Mirabet Plant Riom). A primeira administracdo desse antibidtico foi feita 6 h apds a
cirurgia de CLP, e foi mantido em intervalos regulares de 12 h durante 3 dias (Protocolo
1), cuja curva dose-resposta estd descrita em Materiais e Métodos. Dentro de 6 h apds a
sepse, coincidente com o inicio do tratamento, os animais j& estavam com a maioria dos
sinais e sintomas caracteristicos dessa patologia (revisto por ALVES-FILHO et al., 2006).
Em nossas observacdes, os animais sépticos ndo tratados com antibidtico apresentaram
letargia, piloere¢do, secre¢do ocular, taquipnéia e taquicardia, com 100 % de mortalidade
ao fim do segundo dia apos a CLP. No entanto, os sinais da resposta sistémica foram
menos intensos apds o tratamento com antibidtico (CLP-Antibidtico), com significativo

aumento na taxa de sobrevida de aproximadamente 50 % (Figura 1).



Resultados 36

4.1.2. Avaliacio da bacteremia em animais sépticos tratados com antibiotico

Posteriormente, foi avaliado o clearance bacteriano apos a indugdo da sepse grave e
do tratamento antimicrobiano (Protocolo 1). Para tal, a quantidade de unidades formadoras
de colénia (UFC) no sangue foi analisada nos dias 1, 7, 15 ¢ 30 apds a indugdo da sepse
com antibidtico (CLP-Antibiotico). Como controle foi também determinado a UFC no
1°dia apods os animais serem submetidos a CLP e ndo tratados com antibidtico. Como ja
mencionado, os animais ndo tratados ndo conseguiram sobreviver além do 2° dia ap6s a
indugdo da sepse grave.

Como podemos observar na Figura 2, os animais submetidos a CLP e tratados com
antibidtico apresentaram uma maior capacidade de conter a disseminacgao bacteriana. No 1°
dia apos a CLP, a quantidade de bactérias recuperadas do sangue destes animais foi em
média 1 log de UFC/ mL, niimero significativamente inferior aquele obtido do grupo CLP
ndo tratado (em média 3 log de UFC/ mL). Conforme esperado, os animais sépticos
submetidos ao tratamento antibidtico apresentaram o log ainda menor de bactérias no 7° e
15° dias. No fim de 30 dias, ndo foram detectadas bactérias viaveis no sangue. Esses

resultados demonstram que animais sépticos tratados com antibidtico controlam a infecgao.

4.1.3. Massa corpodrea de animais sépticos tratados com antibiodtico

Visto que os animais submetidos a sepse polimicrobiana grave e tratados com
antibidtico apresentam aumento na sobrevida, bem como maior capacidade de controlar a
infec¢do. Posteriormente, fomos avaliar a capacidade de mantimento do peso corporal
(Protocolo 1).

A Figura 3 mostra que quando submetidos a sepse grave ¢ tratados com

antibidtico, os animais apresentam uma queda da massa corpérea nos primeiros dias apos a

infec¢do, mas restabelecem o peso com o decorrer do tempo. Este resultado difere do



Resultados 37

observado nos animais controles (SHAM), ja que estes apresentam ganho de massa

corpérea durante o periodo analisado.

4.1.4. Analise do parimetro de dano tecidual em animais sépticos tratados com
antibidtico

Sabendo-se que a mortalidade na sepse grave decorre, na maior parte das vezes, de
lesdes teciduais capazes de desencadear faléncia multipla de o6rgdos, fomos verificar a
presenga de possivel dano hepatico, ja que este 6rgdo ¢ um dos primeiros a serem
acometidos (Protocolo 1).

No 1° dia apds a indugdo da sepse grave, como pode ser observado na Figura 4, os
animais tratados ou ndo com antibidtico apresentaram niveis elevados de aspartato-
aminotransferase (AST) no soro, indicando a presenga de lesdo hepatica. Contudo, os
niveis deste marcador foram sendo gradativamente reduzidos no decorrer do tempo em
animais tratados com o antibidtico, atingindo niveis basais no 30° dia ap6s a CLP.

Dessa forma, esses dados em conjunto mostram que os animais sépticos tratados
com antibidtico, embora apresentassem sinais clinicos da patologia, foram capazes de
controlar a infec¢do, minimizar os sintomas ¢ retornar aos niveis basais no maximo em 15

dias.
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Figura 1: Sobrevida apos inducio da sepse polimicrobiana grave com tratamento de
antibiotico. A sobrevida dos animais controles e submetidos & sepse grave com ou sem
tratamento de antibidtico foi determinada diariamente por um periodo de 30 dias. Os
animais submetidos a CLP receberam duas perfuracdes com a agulha 18G. Os SHAM-
operados ndo tiveram perfuragdes no ceco. Na 6° h apos a cirurgia, os animais sépticos
foram tratados com antibiotico ertapenem sodico (20mg/ Kg), e a administragdo mantida
em intervalos de 12h, durante 3 dias. Os resultados sfo representativos de trés
experimentos. Os dados correspondem as porcentagens de sobrevivéncia de dez a quinze
animais por grupo. A taxa de sobrevida dos animais sépticos tratados com antibidtico ¢
significativamente diferente dos controles (P<0,001, Mantel-Cox logrank).
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Figura 2: Determinac¢ao da bacteremia apds inducdo da sepse polimicrobiana grave.
A quantifica¢do das bactérias presentes no sangue foi realizada no 1° dia apds a CLP em
animais tratados ou ndo com antibidtico. No 7°, 15°, 30° dias ap6s a CLP, somente foi
avaliada a bacteremia nos animais tratados. Os resultados sdo representativos de trés
experimentos. Os dados correspondem ao logaritmo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) por mL das amostras de cinco animais por grupo. ¥*P<0,001 comparado com o 1°
dia ap6s a CLP sem tratamento (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 3: Curva de massa corporea apo6s inducdo da sepse polimicrobiana grave. A
massa corporea dos animais sépticos tratados com antibiotico e SHAM (controle) foram
determinadas diariamente por um periodo de 30 dias. Os resultados sdo representativos de
trés experimentos independentes. Os dados correspondem ao peso corporal em gramas de
dez a quinze animais por grupo. * P<0,05 indica diferenca em relagdo ao controle
(ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 4: Concentracées séricas de aspartato-aminotransferase apés a sepse
polimicrobiana grave. As quantificagdes das concentragdes de aspartato-
aminotransferase (AST) foram realizadas com kit especifico a partir de soros obtidos em
1, 7, 15 e 30 dias apds a sepse grave com tratamento antibidtico, € em soros de animais
controles. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes. Os dados
correspondem as médias £ EPM de cinco animais por grupo. * P<0,05 indica aumento
significativamente diferente em relagdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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4.2. AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE DE ANIMAIS SEPTICOS A

INFECCAO PULMONAR NAO-LETAL INDUZIDA POR Legionella pneumophila.

Com o intuito de determinar o grau de susceptibilidade a infec¢do secundaria apods a
sepse, os camundongos foram infectados i.n. com 5 x 10’ UFC de L. pneumophila no 15°
dia apds a indugdo da sepse polimicrobiana grave e, em seguida, a sobrevida analisada
(Protocolo 2).

Apos inoculagdo bacteriana (5 x 10’ UFC), os camundongos sépticos tiveram 100
% de mortalidade até o sexto dia (Figura 5, painel A). O mesmo perfil de elevada
susceptibilidade a infec¢do secundaria também foi observado no 30° dia apos a sepse grave
(Figura 5, painel B). Entretanto, todos os controles sobreviveram ao final do 10° dia de
observacao. Estes dados demonstram que camundongos sobreviventes a CLP letal sdo

susceptiveis as infec¢des ndo letais, possivelmente por estarem imunossuprimidos.
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Figura 5: Susceptibilidade de animais sépticos a infeccio pulmonar nio-letal
induzida por Legionella pneumophila. A sobrevida dos animais controles ou infectados
foi determinada diariamente por um periodo de 10 dias. Os animais controles ou sépticos
foram inoculados i.n. com 5x10’ UFCs de L. pneumophila ou com salina 15 dias (A) e 30
dias (B) ap6és a CLP. Os resultados sdo representativos de trés experimentos
independentes. Os dados correspondem as porcentagens de sobrevivéncia de seis a oito
animais por grupo. A taxa de sobrevida dos animais sépticos infectados foi
significativamente inferior aos grupos controles (P<0,001, Mantel-Cox logrank).



Resultados 44

4.3. CINETICA DA FREQUENCIA DE CELULAS T REGULADORAS NO FOCO

DA INFECCAO APOS INDUCAO DA SEPSE GRAVE

As células T reguladoras tém sido consideradas fundamentais no controle do
sistema imune, principalmente em processos infecciosos. Recentemente, essas células
foram descritas na sepse. Tendo isso em mente, fomos avaliar a freqiiéncia das células T
reguladoras no foco da infeccdo em animais submetidos a sepse polimicrobiana grave
(Protocolo 1).

Sabendo-se ainda que a expressdo de CD4'CD25" ndo ¢ exclusiva de células T
reguladoras, as populagdes de células T CD4'CD25" foram avaliadas também quanto & co-
expressdo de outras moléculas, como Foxp3, GITR, CTLA-4 ¢ CD103. Foi identificada
por citometria de fluxo a cinética de freqii€ncia das células T reguladoras de camundongos
sépticos no periodo de 1, 7, 15 e 30 dias apds a sepse polimicrobiana grave. Camundongos
higidos foram usados como controle.

A Figura 6 ilustra a estratégia utilizada para essa analise, onde tragcamos uma janela
especifica para linfocitos (R1 - vermelho), baseando-se nos pardmetros de complexidade
(SSC- side light scatter) e tamanho (FSC- forward side scatter) dessa populacdo celular
(Figura 6, painel A). Em seguida, para melhor caracterizar a populagdo de linfocitos T
CD4", as células da regidio R1 foram distribuidas segundo os pardmetros de granulosidade
e marcagdo para CD4, um marcador de células T CD4" de camundongos. Desta maneira,
delimitamos uma popula¢io homogénea com marcagio de alta intensidade para CD4" (R2
- azul), a qual corresponde aos linfocitos T CD4" (Figura 6, painel B). Finalmente, as
células delimitadas pelas regides R1 e R2 foram somadas e distribuidas num parametro de
CD25" por Foxp3", GITR", CTLA-4" ou CD103", onde a populagio presente no quadrante

direito superior foi considerada células T reguladoras (Figura 6, painel C).
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Os resultados foram apresentados em forma de grafico de barras, indicando a
percentagem de células T reguladoras e a razdo da quantidade absoluta dessas células por T
CD4" (Figuras 7 e 8).

De acordo com a Figura 7, no lavado peritoneal de animais sépticos observou-se
um aumento significativo (p<0,05) da percentagem de células T reguladoras, indicadas
pelos marcadores mencionados acima, 24 h apds a inducdo da sepse grave (Figura 7,
painel A). Isto foi confirmado pela elevacdo da razdo entre células T reguladoras e
linfocitos T CD4", o qual demonstra que o nimero absoluto de células T reguladoras esta
aumentado em relacdo ao total de célula T CD4" no sitio avaliado (Figura 7, painel B).
Entretanto, nos outros periodos analisados (7, 15 e 30 dias) observa-se uma gradativa
diminui¢do que retornou ao estado basal quanto a freqiiéncia de células T reguladoras.

Paralelamente, no linfonodo mesentérico (drenante) presente no foco primario da
infecgdo, foi observado um aumento significativo da freqii€ncia de células T reguladoras
(p<0,05) somente no 1° dia apds a sepse grave. A andlise de células T reguladoras
CD4'CD25" e Foxp3” ou GITR" ou CTLA-4" ou CD103" revelam este aumento, usando
como parametro a porcentagem e também a razdo de células T reguladoras por células T

CD4", comparado com o controle (Figura 8, painel A e B).
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Figura 6: Estratégia de avaliacdo da expressdo de marcadores de células T reguladoras
por FACS. Aqui esquematizado, o baco dos animais foi coletado, marcado com anti-CD4 e
anti-CD25 e Foxp3, GITR, CTLA-4 ou CD-103, e analisado por citometria de fluxo. (A) Dot
plot representativo dos leucocitos totais do bago, no qual foi selecionada a janela (R1 -
vermelho) para a populagdo de linfocitos, através das caracteristicas de complexidade (SSC-
H) e tamanho celular (FSC-H). (B) Dot plot representativo das células da janela R1
distribuidas segundo os parametros de tamanho e marcacdo para CD4 para caracterizar a
populacio de linfocitos T CD4", janela R2 (azul). (C) Dot plot representativo da combinagio
das janelas R1 e R2 utilizado para a analise da expressdo de CD25" e Foxp3”, GITR", CTLA-
4" ou CD103" nas células T reguladoras.
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Figura 7: Analise da freqiiéncia de células T reguladoras no lavado peritoneal apés a
sepse polimicrobiana grave. A analise da freqiiéncia de células T reguladoras foi realizada
em 1, 7, 15 ¢ 30 dias apos a CLP seguida de tratamento antibidtico. (A) Porcentagem de
expressdo de alguns marcadores de células T reguladoras (CD4'CD25" e Foxp3” ou GITR" ou
CTLA-4" ou CD103"). (B) Razio de células T reguladoras (diferentes marcadores) por células
T CD4". Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes e
correspondem as médias = SEM de trés animais por grupo. * p<0,05 indica diferenga em
relagdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 8: Analise da freqiiéncia de células T reguladoras no linfonodo mesentérico
(drenante) apo6s sepse polimicrobiana grave. A andlise da freqiiéncia de células T
reguladoras foi realizada em 1, 7, 15 e 30 dias apos a CLP com antibiotico. (A) Porcentagem
de expressdo de alguns marcadores de células T reguladoras (CD4 'CD25" e Foxp3"™ ou GITR"
ou CTLA-4" ou CD103"). (B) Razdo de células T reguladoras (diferentes marcadores) por
células T CD4". Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes e
correspondem as médias £ SEM de trés animais por grupo. * p<0,05 indica diferenga em
relagdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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4.4. CINETICA DA FREQUENCIA DE CELULAS T REGULADORAS NOS

ORGAOS LINFOIDES APOS A INDUCAO DA SEPSE GRAVE

Para caracterizar o perfil de freqii€ncia sistémica de células T reguladoras em
camundongos submetidos a CLP nos diferentes tempos, o fenotipo das células recuperadas
dos orgdos desses animais foi analisado por citometria de fluxo (Protocolo 1). Os
resultados observados refletem tanto a percentagem de células T reguladoras positivas
(Figura 9 e 10, painel A) quanto a razdo de células T reguladoras na populacao de células
T CD4" (Figura 9 e 10, painel B), comparado com o controle.

Primeiramente, comparamos com camundongos controles os animais submetidos a
CLP quanto a freqiiéncia de células T reguladoras no timo. Observamos um aumento
significativo de células T reguladoras por diferentes marcadores numa fase inicial (1 dia
apés CLP), cuja expressdo permaneceu constante ao 7° e 15° dias apds a cirurgia.
Entretanto, notamos redugdo a niveis basais na freqiiéncia de células T reguladoras em 30
dias (Figura 9).

No bago, foi observada uma elevagdo significativa da freqiiéncia de células T
reguladoras para a maioria dos marcadores no 1° dia, porém nao mantida no 7° dia apds a
inducdo da sepse. Todavia, no 15° dia estas células apresentaram novo aumento, sendo que
no 30° dia apds a cirurgia, os niveis de expressdao de marcadores destas células retornaram
ao basal. Com excecdo do CD103, o qual, apresentaram aumento somente no 15° e 30° dia
apos a inducao da sepse grave (Figura 10, painel A e B).

Vale ressaltar que animais higidos tratados com antibidtico comportam-se de
maneira similar aqueles sem tratamento com relacdo a freqiiéncia de células T reguladoras

em todos os tecidos analisados (dados nio mostrados).
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Figura 9: Freqiiéncia das células T reguladoras no timo apds sepse polimicrobiana
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apos a CLP. (A) Porcentagem de expressdo de alguns marcadores de células T reguladoras
(CD4°CD25" e Foxp3" ou GITR" ou CTLA-4" ou CDI103"). (B) Razdo de células T
reguladoras (diferentes marcadores) por células T CD4". Os resultados sdo representativos de
trés experimentos independentes e correspondem as médias £ SEM de trés animais por grupo.
* p<0,05 indica diferenga em relacdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 10: Freqiiéncia de células T reguladoras no baco apds sepse polimicrobiana
grave. A andlise da freqiiéncia de células T reguladoras foi realizada em 1, 7, 15 e 30 dias
apos a CLP. (A) Porcentagem de expressdo de alguns marcadores de células T reguladoras
(CD4°CD25" e Foxp3" ou GITR" ou CTLA-4" ou CDI103"). (B) Razdo de células T
reguladoras (diferentes marcadores) por células T CD4". Os resultados sdo representativos de
trés experimentos independentes e correspondem as médias = SEM de trés animais por grupo.
* p<0,05 indica diferenga em relagdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).



Resultados 52

4.5. AVALIACAO DAS CITOCINAS NO FOCO DA INFECCAO

Durante a modulagdo do processo séptico, um amplo espectro de mediadores
inflamatoérios ¢ liberado no foco inflamatorio na tentativa de controlar a infec¢do. Por ser
pertinente ao nosso estudo, destacamos que a citocina IL-6, além de tentar controlar a
infec¢do, tem papel na modulacdo negativa das células T reguladoras, enquanto a citocina
IL-10 tem papel imunomodulador, relacionadas ao quadro de imunossupressao, por ser um
dos mecanismos de supressao das células T reguladoras (revisto por LERNER, 2007; LEY
et al., 2007). Dessa forma, desejando verificar o perfil dessas citocinas no desenvolvimento
da imunossupressao durante a sepse grave, foram quantificados os niveis de IL-10 e IL-6
no lavado peritoneal, em 1, 7, 15 e 30 dias ap6s a inducao da sepse (Protocolo 1).

Na Figura 11, estda demonstrado que os animais submetidos a CLP apresentaram
no lavado peritoneal um aumento significativo dos niveis de IL-10 e IL-6 no 1° dia. J4 no

7°, 15° ¢ 30° dias estas citocinas estdo praticamente em niveis basais.
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Figura 11: Quantificacdo de citocinas no lavado peritoneal apds inducao da sepse
polimicrobiana grave. (A) IL-10 e (B) IL-6 foram quantificados por ELISA no lavado
peritoneal dos animais obtidos 1, 7, 15 e 30 dias ap6s a indugdo da sepse grave. Os
resultados sdo representativos de dois experimentos independentes. Os dados
correspondem as médias = EPM de cinco animais por grupo. * P<0,05 indica diferenca
em relacdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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4.6. QUANTIFICACAO DOS NIiVEIS SERICOS DE CITOCINAS DURANTE A

SEPSE GRAVE

As citocinas sdo, reconhecidamente, importantes mediadores responsaveis pela
ativacao celular e amplificagdo da resposta inflamatoria. A liberagcdo sistémica de
mediadores inflamatorios ¢ responsavel pela maioria das alteragdes fisiologicas como
faléncia multipla de o6rgdos e imunossupressdo, descritas em pacientes ¢ em modelos
experimentais de sepse (CAVAILLON et al., 2003; BHATTACHARY YA et al., 2004).

Na tentativa de avaliar se a sepse grave poderia alterar a produgdo sist€émica de
citocinas, ja que se observa uma disfuncdo imune, determinamos os niveis séricos das
citocinas IL-10 e IL-6 no 1°, 7°, 15° e 30° dias ap6s indugdo da sepse polimicrobiana, por
ELISA (Protocolo 1).

Houve um aumento significativo na secrecao de IL-10 no soro coletado 1 dia apos a
inducdo da sepse, detectamos o retorno da IL-10 ao nivel basal nos demais periodos
avaliados de 7, 15 e 30 dias, comparado com o controle (Figura 12 - painel A).
Analogamente, a IL-6 apresentou elevacdo em seus niveis séricos no 1° dia e redugdo no
7° dia apds a sepse. Interessantemente, no 15° dia o nivel dessa citocina estava novamente

elevado, retornando aos niveis basais no 30° dia (Figura 12, painel B).
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Figura 12: Quantificacio de citocinas no sangue apds inducio da sepse
polimicrobiana grave. (A) IL-10 e (B) IL-6 foram quantificados por ELISA no soro dos
animais obtido 1, 7, 15 e 30 dias apo6s a indugdo da CLP. Os resultados sio
representativos de dois experimentos independentes. Os dados correspondem as médias
+ EPM de cinco animais por grupo. * P<0,05 indica diferenca significativamente
superior em relacdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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4.7. DEPLECAO DE CELULAS T REGULADORAS NAO MODULA A

PROLIFERACAO DAS CELULAS T CD4" CONVENCIONAIS

A anergia de linfocitos T é um aspecto imunoldgico caracteristico de individuos
imunossuprimidos. No sentido de verificar os mecanismos de supressao instalados durante
a imunossupressdo causada pela sepse letal, analisamos primeiramente a capacidade de
proliferacdo das células totais do baco de camundongos no 15° dia apds a sepse grave.
Nesse periodo houve aumento da freqiiéncia de células T reguladoras acompanhadas de um
aumento da susceptibilidade a infeccdo por L. pneumophila. Células provenientes de
camundongos higidos foram usadas como controle, e os leucocitos foram cultivados por 3
dias na presenga de estimulo policlonal (anti-CD3) ou apenas em meio de cultura, e
posteriormente analisadas a proliferacdo com auxilio da incorporagdo de timidina triciada
(*H Timidina) (Protocolo 3).

Observamos que, enquanto as células obtidas dos controles foram capazes de
proliferar na presenca de anti-CD3, as obtidas de animais sépticos apresentaram reducao da
atividade proliferativa na presenca do mesmo estimulo (Figura 13, painel A).

Para verificar os mecanismos envolvidos com a imunossupressao em camundongos
no 15° dia ap6s o estimulo inicial (CLP), anticorpos anti-GITR (Figura 13, painel B) ou
anti-CTLA-4 (Figura 13, painel C) foram adicionados a cultura. Ambos os anticorpos
potencializaram a proliferagdo de células sépticas e controles, mas ainda assim permaneceu
uma diferenca entre os grupos. Dessa forma, mostramos que as células totais de
camundongos sépticos no 15° dia encontraram-se suprimidas, mesmo com a inibicdo de
alguns mecanismos de imunossupressao descritos.

Desta forma, foi analisada ainda a capacidade proliferativa das células T

CD4'CD25", agora purificadas do baco de camundongos sépticos ao 15° dia (Protocolo 3).
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O anticorpo anti-CD3 foi adicionado a cultura e novamente a inibi¢do da proliferacao
celular foi evidenciada (Figura 14, painel A).

Outro ponto avaliado foi os mecanismos de supressdo das células T reguladoras,
decorridos 15 dias apods a sepse grave (Protocolo 3). Como a supressdo de proliferagao
pode ser demonstrada ao se colocar uma célula T CD4'CD25", purificada por separagio
magnética, com adigdo de célula T CD4'CD25" (células T reguladoras) (concentragio 1:1)
na presenca de anti-CD3 em cultura. Observamos que, as células T reguladoras de animais
sépticos apresentam capacidades supressoras inalterada, comparadas com o controle
(Figura 14).

Devido a observagao de que, no 15° dia ap6s a sepse polimicrobiana, as células T
CD4" apresentavam inabilidade da proliferagdo, avaliamos a viabilidade das células T CD4
convencionais sépticas, uma vez que poderiam estar apoptdticas, o que poderia levar a um
comprometimento celular. Dessa maneira, as células totais do bagco foram analisadas aos
15 dias apo6s a sepse, por citometria de fluxo. Os marcadores anexina-V e CD4 (descrito a
estratégia de analise em Materiais e Métodos) foram utilizados para investigacdo da morte
celular programada.

Foi possivel ver, através desse experimento, células T CD4" sem diferenca
significativa quanto a apoptose celular, comparada ao controle (Figura 15). Pela andlise
desses dados, excluimos a possibilidade dessas células T CD4" sépticas estarem mortas, ¢
por esse motivo, ter auséncia de proliferagao.

Importante ressaltar que as células T CD4" sio componentes centrais da resposta
imune adaptativa, porque em doengas como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, a
diminui¢do de linfocitos T CD4" estd associada com uma alta susceptibilidade a infecgdes

(revisto por HARRINGTON & MANGAN & WEAVER, 2006). Para investigar o papel
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das células T CD4" na susceptibilidade a infec¢do por L. pneumophila, a sobrevida foi
analisada ap0s infec¢do de camundongos C57BL/6 ¢ CD4”" (Protocolo 2).

Os resultados demonstraram que camundongos CD4” infectados com L.
pneumophila tém uma sobrevida em aproximadamente 50 %, ao passo que camundongos
C57BL/6 infectados com essa bactéria, apresentaram 100 % de sobrevida (Figura 16).

De forma geral, estes resultados enfatizam a importncia das células T CD4" no
controle da resposta infecciosa, pois, como demonstrado anteriormente, as células T CD4"
j& apresentam comprometimento no 15° dia apos a sepse grave. Tal efeito pode ter tido

origem na fase aguda da doenga, ja4 que a inibicdo das células T reguladoras in vitro nao

reverteu o efeito, conferindo imunossupressao tardia.



Resultados 59

9300 n
7440 I

5580 *
3720

1860/
G[_1 - 1

Naive:+ + - - o+ - - + o+ - -
CLP: - -+ 4+ - -+ o+ - -+ 4+
oa-CD3:- + - + -+ + -+ -+

a-GITR a-CTLA-4

®H - Incorporagio (cpm)

Figura 13: Anti-GITR e anti-CTLA-4 ndo modulam a proliferacio celular apés a
sepse polimicrobiana grave. Cé¢lulas totais obtidas do baco de animais no 15° dia ap6s a
indug@o da sepse ou controles foram colocadas em cultura por 3 dias na presenca de meio
de cultura ou anti-CD3 (A), adicionados ou ndo a anticorpo anti-GITR (B) ou anti-
CTLA-4 (C). Posteriormente, as células foram recuperadas e analisadas quanto a
incorporagio de timidina (*H) pelo cintilador B. Os resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes. Os dados correspondem as médias £ EPM de cinco animais

por grupo. *P<0,05 indica diferenca em relagdo aos respectivos controles (ANOVA
seguido de Bonferroni).
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Figura 14: Deplecao de células T reguladoras nao modula a proliferaciao de células
T CD4 convencionais sépticas. Células T CD4'CD25 e CD4'CD25" obtidas do bago
de animais sépticos no dia 15 apds a CLP foram isoladas por separagdo magnética e
colocadas em cultura na concentracdo de 1:1 por 3 dias na presenca de anti-CD3 ou
apenas meio de cultura. Em seguida as células foram recuperadas e analisadas quanto a
incorporagdo de timidina ("H) pelo cintilador B. Os resultados estio expressos como
média £ EPM de trés experimentos independentes, realizado em pool de trés animais por
grupo (purificacdo), sendo a cultura realizada em triplicata. *p<0,001 indica diferenga
significativa em relacdo as células T efetoras “naive”.
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Figura 15: Células T CD4" sépticas nio apresentam aumento da frequéncia de
marcadores apoptoticos. Células do baco de animais no 15° dia apos a inducao da sepse
foram analisadas quanto a frequéncia dos marcadores CD4 ¢ Anexina V, por citometria
de fluxo. O resultado da analise foi descrito como percentagem de frequéncia de anexina
V (apoptose) em células T CD4". Os resultados sio representativos de dois experimentos
independentes. Os dados correspondem as médias + EPM de trés animais por grupo. Nao
houve diferenca em relacdo ao controle (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 16: Animais CD4™ higidos sio mais susceptiveis a infecciio nio letal por
Legionella pneumophila. A sobrevida foi determinada diariamente por um periodo de 30
dias. Os animais C57BL/6 ¢ CD4" higidos foram infectados i.n. com 5x10’UECs. Os
resultados sdo representativos de dois experimentos. Os dados correspondem as
porcentagens de sobrevivéncia de oito a dez animais por grupo. A taxa de sobrevida dos
animais CD4"" infectados foi significativamente diferente da taxa dos controles (P<0,001,
Mantel-Cox logrank).
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4.8. AS CELULAS T REGULADORAS APRESENTAM PAPEL CRUCIAL PARA

O DESENVOLVIMENTO DA IMUNOSSUPRESSAO

Na tentativa de elucidar a agdo das células T reguladoras sobre o aspecto de
imunossupressdo, os camundongos sépticos foram tratados com anticorpo anti-GITR ou
anti-IgG (controle). As doses foram administradas 1 hora antes da CLP e no 3°, 9° e 15°
dias. No ultimo dia, 1 hora apods o tratamento, os animais foram infectados com L.
pneumophila, gerando uma segunda infec¢do. Juntamente, a sobrevivéncia dos
camundongos tratados com anti-GITR frente a inducdo da sepse e depois da infecg¢ao
secundaria, foi avaliada.

Os resultados demonstram que apds a CLP a auséncia de um dos mecanismos de
supressao permitiu uma sobrevivéncia em torno de 70 %, comparados com os
camundongos submetidos somente a sepse grave (50 %), ou seja, sobrevida 20 % superior
quando de células T reguladoras estavam ausentes (Figura 17).

Como descrito anteriormente, os camundongos foram infectados com 5x10” UFCs
aos 15 dias ap6s indugdo da sepse grave. Aqueles camundongos tratados com anti-GITR
apresentaram, de forma surpreendente e inédita, uma mortalidade de aproximadamente 15
%, enquanto que os tratados com IgG (controle), 15 dias ap6s a CLP, estavam 100 %
mortos (Figura 18).

Assim, o conjunto dos resultados obtidos sugere que as células T reguladoras sdao

uma das grandes responsaveis pelo quadro de imunossupressao observado.



Resultados 64

=+=SHAM

=+SHAM_ptip. - 19G ~CLPantip. - 19G
=SHAM ,tib. - GITR  -CLP4tib. - GITR
100 oo

o
=)
[

o
i

Sobrevida (%)
IS
s

N
i

0 2 4 6 8 10 12 14
Dias ap6s a CLP

Figura 17: Administracdo do anticorpo anti-GITR aumenta a sobrevida dos
animais submetidos a sepse polimicrobiana grave com tratamento de antibiotico. Os
animais foram tratados com anticorpo anti-GITR (1 mg/animais), 1 hora antes da CLP e
3°,9° e 15° dias depois a esse episoddio séptico. Sendo que apds a CLP, os animais foram
avaliados quanto a sobrevida diariamente por um periodo de 10 dias. Os dados sdo
representativos de dois experimentos. Os dados correspondem as porcentagens de
sobrevivéncia de cinco a oito animais por grupo. A taxa de sobrevida dos animais
submetidos a CLP com administracdo de anti-GITR ¢ significativamente diferente dos
controles (P<0,001, Mantel-Cox logrank).
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Figura 18: Administracdo de anticorpo anti-GITR modula a sobrevida de animais
sépticos a infeccao nao-letal por Legionella pneumophila. A sobrevida dos animais foi
determinada diariamente durante 10 dias. Os animais foram tratados com anticorpo anti-
GITR (1 mg/animal), 1 hora antes da CLP e posteriormente no 3°, 9° e 15° dias. No
ultimo dia, 1 hora ap6s o tratamento, os animais foram infectados i.n. com 5x10" UFCs
de L. pneumophila. Os dados sdo representativos de dois experimentos. Os dados
correspondem as porcentagens de sobrevivéncia de cinco a oito animais por grupo. A
taxa de sobrevida dos animais sépticos administrados o anti-GITR e depois infectados ¢é
significativamente diferente dos controles (P<0,001, Mantel-Cox logrank).
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5. DISCUSSAO

A sepse grave ¢ descrita como sendo uma resposta inflamatoria sistémica resultante
da inabilidade do sistema imune em controlar a infec¢do; condigdo essa que contribui para
o agravamento da doenga e também para instalacio de um quadro de imunossupressao
(COHEN et al., 2002). De fato, estudos demonstraram que, tanto em pacientes como em
modelos experimentais de sepse grave, ocorre um quadro de imunossupressao
(RIEDEMANN et al., 2003; BENJAMIM et al., 2003; STEINHAUSER et al., 1999).
Pesquisas recentes t€ém caracterizado o aumento das células T reguladoras em processos
infecciosos, principalmente na sepse grave (SHEVACH et al., 2002; MONNERET et al.,
2003; VENET et al.,, 2004; BELKAID; ROUSE, 2005; OFFNER et al., 2006;
MACCONMARA et al., 2006; SCUMPIA et al., 2006; WISNOSKI et al., 2007; CHEN et
al., 2007).

No sentido de contribuir para o entendimento da relagdo entre sepse grave e
imunossupressao, avaliou-se a participagdo das células T reguladoras na génese da
susceptibilidade a infec¢des secundarias, no desenvolvimento do processo séptico. Embora
a sepse tenha sido amplamente descrita, o desenvolvimento da imunossupressao ainda esta
por ser elucidado.

A fase inicial do trabalho consistiu em desenvolver um método para obtengdo de
animais que tivessem sobrevivido a um episodio de sepse polimicrobiana grave. Utilizou-
se, entdo, um modelo de indugdo de sepse (CLP) com taxa de mortalidade de 100%,
seguido de administracdo de antibiotico, visando reduzir a proliferacdo dos patdgenos.
Sabendo que na 6* hora apds a cirurgia os animais apresentaram sinais clinicos
caracteristicos dessa patologia, o tratamento com o antibidtico ertapenem sédico foi

mantido por 3 dias, segundo descrito por Benjamim e colaboradores com algumas
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modificagdes (BENJAMIM et al., 2003). Foi observado que os animais sépticos tratados
com antibidtico apresentaram aumento de aproximadamente 50% na sobrevida (Figura 1).
Como esperado, nesses animais tratados com antibidtico foi observado um aumento do
clearance bacteriano (Figura 2). Além disso, houve redugdo da massa corpdérea na fase
inicial da sepse grave, porém conseguiram recuperar o peso corporal com o decorrer do
tempo (Figura 3). Em adi¢do, analisou-se a lesdo tecidual como parametro para
demonstrar se os animais sépticos tratados com antibidtico apresentavam faléncia multipla
de orgaos. Verificou-se dano hepatico no 1° dia apds a sepse grave. Entretanto, os
camundongos apresentaram reducdo da lesdo hepatica em até 30 dias ap6s a sepse (Figura
4). Até aqui, o tratamento com antibidtico nos animais sépticos conferiu aumento da
sobrevida e restabelecimento das alteragdes causadas pelo processo séptico, em pelo menos
15 dias. Estes dados sdo consistentes com inumeros relatos demonstrando a efetividade do
tratamento com o antibidtico Ertapenem sodico ou Imipenem sédico em aumentar a
sobrevida na sepse (NATHAN et al., 1983; BENJAMIM et al., 2003; VIANNA et. al.,
2004; VYAS et al., 2005); apesar de um unico estudo demonstrar ineficacia do tratamento
(MARTIGNONI et al.,, 2007). Sendo um antibidtico com amplo espectro de agdo
bactericida contra uma variedade de microrganismos (NATHAN et al., 1983; VIANNA et
al., 2004; VYAS et al., 2005), pode-se especular que a linhagem do animal, o modelo de
sepse, e principalmente o esquema posologico do tratamento, pudessem gerar diferengas na
sobrevida destes animais.

Por outro lado, embora os animais sépticos apresentassem bom controle da infec¢ao
primaria, foram altamente susceptiveis a infec¢do oportunista causada pelo bacilo gram-
negativo Legionella pneumophila, causadoras de pneumonia atipica, denominada doenga
do legionario, que pode ser letal especialmente em individuos imunocomprometidos. Um

terco das pneumonias graves ¢ causada pela infec¢do por L. pneumophila, havendo
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anualmente cerca de 1 caso em cada 20.000 pessoas nos paises desenvolvidos,
infelizmente, com indice 10 a 50% de mortalidade (TKATCH et al., 1998). Ao inocular
uma concentragdo de 5 x 10’ UFCs de L. pneumophila via in., 15 dias apos a indugdo da
sepse grave, os camundongos sépticos apresentaram 100% de mortalidade, ao passo que os
animais higidos sobreviveram durante todo o periodo de observagdo (Figura 5).
Consistente com este achado, estudos demonstraram que os animais sépticos s3o mais
susceptiveis a Pseudomonas aeruginosa (STEINHAUSER et al., 1999) e Aspergillus
fumigatus (BENJAMIM et al, 2003). Assim, esses resultados, inequivocamente,
demonstraram que o0s animais sépticos apresentaram um quadro importante de
Imunossupressao.

Uma vez padronizado o perfil dos camundongos sépticos susceptiveis a infec¢des
secundarias oportunistas, o proximo passo foi avaliar a contribui¢do da expressdo das
células T reguladoras no desenvolvimento da imunossupressdo. Para isso, utilizaram-se
diferentes marcadores na tentativa de englobar todas as populagdes de células T
reguladoras, dada a inexisténcia de marcador especifico para estas células. As células T
CD4'CD25" que co-expressam Foxp3', GITR', CTLA-4" e CDI103" (revisto por
NAKAMURA et al., 2001; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004) foram avaliadas em
diferentes tecidos. Inicialmente, analisou-se a cinética de freqiiéncia dessas células T
reguladoras no sitio da infec¢do primaria, tanto no lavado peritoneal ¢ como no linfonodo
(refletindo o que acontece no sitio de infec¢do), e observado aumento da expressdo das
células T reguladoras (pelos diferentes marcadores) somente no 1° dia apos a indugdo da
sepse polimicrobiana grave (Figura 6 e 7). Este resultado pode ser explicado, pois na fase
inicial da sepse existe uma produ¢do exacerbada de mediadores inflamatorios, havendo um
recrutamento de diferentes células incluindo as T reguladoras (LEY et al., 2007). Estas

células podem expressar CCRS5 na sua superficie e migrar para tecidos periféricos
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inflamados, através da interagdo desse receptor com a quimiocina ligante (CCL4), como
descrito por Wysocki e colaboradores (WYSOCKI et al., 2005). Assim, possivelmente,
esse aumento se deve a freqiiéncia das células T reguladoras na fase inicial da sepse, pois
ao cessar a infec¢do local, os niveis normais sao retomados.

Analisou-se, no timo, o fenotipo das células T reguladoras por diferentes
marcadores. Houve aumento significativo na freqiiéncia dessas células no 1° dia,
permanecendo elevado até o 15° dia apos a sepse grave (Figura 8). Considerando que na
sepse grave ocorre um estimulo inicial intenso capaz de promover uma descontrole,
sugeriu-se que essa disfungdo comprometeria o timo provocando um aumento na
diferenciagdo e maturagdo das células T reguladoras. Esse 6rgdo, em plena atividade (do
nascimento a puberdade), contribui com o repertério de células T, e, ao transcorrer dos
anos, passa por um processo natural de involugdo, ocorrendo maturagdo celular em menor
propor¢ao (GRAY et al., 2006).

No bago, refletindo o que acontece sistemicamente, verificou-se um aumento da
freqliéncia de células T reguladoras no 1° dia apos a indugdo da sepse grave, retornando
aos niveis basais em 7 dias, ¢ aumentando novamente no 15° dia apds a sepse. Conforme ja
descrito, levou-se em consideracio a avaliagdo de células T CD4 CD25" que co-expressam
Foxp3®, GITR", CTLA-4" ¢ CDI103", na tentativa de abranger todas as células T
reguladoras. Observou-se a mesma caracteristica de aumento, no 1° e 15° dias, para a
maioria dos marcadores. A expressdo de células T CD4'CD25°CD103" foi excegdo, uma
vez que no bago a elevacao se deu no 15° e 30° dia (Figura 9). A explicacdo para esse
fendmeno advém do fato do receptor CD103" ndo ser um marcador especifico para as
células T reguladoras, mesmo quando avaliado juntamente com marcador CD4" e CD25".
Este receptor pode também estar presente em diferentes células, como linfocitos T

ativados, linfocitos T intra-epiteliais, linfécitos T na mucosa etc. (ABBAS; LICHTMAN,
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2005). Os linfocitos T CD4" ativados que expressam CD25" também podem expressar
CD103. Também, esse receptor ¢ uma subunidade das integrinas (ABBAS; LICHTMAN,
2005).

Corroborando esses dados (com exce¢ao do CD103), Scumpia e colaboradores e
Wisnoski e colaboradores, demonstraram um aumento da freqii€ncia dessas células T
reguladoras no bago no 1° dia apds a indug¢do da sepse experimental em animais
(SCUMPIA et al., 2006; WISNOSKI et al., 2007). J& Venet e colaboradores, observaram
este aumento da freqii€éncia de células T reguladoras no sangue periférico de humanos
(VENET et al., 2004).

Adicionalmente, foi avaliada a producdo das citocinas IL-6 e IL-10, visto que,
respectivamente, uma interleucina tem participagdo na modulacao negativa das células T
reguladoras, enquanto a outra citocina tem papel imunomodulador relacionado ao quadro
de imunossupressdao. Além disso, estd descrito que a IL-10 pode ser produzida pelas
células Trl (subtipo de células T reguladoras induzidas). Essas duas citocinas estdo
presentes no inicio de processo séptico, devido a liberagdo exacerbada de mediadores
inflamatorios (LEY et al., 2007). A principio, avaliou-se a cinética de liberacao de IL-6 e
IL-10 no foco infeccioso. Houve um aumento dos niveis dessas citocinas na fase inicial do
processo séptico (Figura 10). Esta elevacao apenas na fase inicial poderia se justificar pela
cessacao da infeccdo local.

Analogamente, avaliou-se a cinética de liberacdo sistémica de IL-10, onde foi
observado um aumento somente na fase inicial do processo séptico (Figura 11, painel A).
Estes resultados concordam com os de Steinhauser e colaboradores, que apresentam
aumento de IL-10 no mesmo periodo analisado (STEINHAUSER et al., 1999).

Quanto a cinética de liberacao de IL-6, foi observado um aumento na fase inicial da

sepse grave, com restabelecimento aos niveis basais em 7 dias apos sepse € novo aumento
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no 15° dia (Figura 11, painel B). Evidéncias recentes, além disso, sugerem que a IL-6
induzida durante a sepse pode inibir o aumento das células T reguladoras (BETTELLI et
al., 2006; revisto por LERNER, 2007). De maneira interessante, nesse periodo a elevagao
de IL-6 estd correlacionada ao aumento da freqiiéncia de células T reguladoras,
possivelmente como uma tentativa de reduzir o aumento da freqiiéncia dessas células. No
30° dia apdés a CLP, a expressdo dos marcadores avaliados nessas células retornou aos
niveis normais.

Tendo em vista que no 15° dia apds a indugdo da sepse grave ha notavel
susceptibilidade a infec¢do secundaria, nesses animais foi observado um aumento na
freqliéncia de células T reguladora. Mediante isso, o objetivo foi investigar a participagao
das células T reguladoras no desenvolvimento da imunossupressao, através da avaliagdo da
capacidade proliferativa das células totais do bago frente a estimulo policlonal. A
proliferacdo das células totais do baco estava notavelmente suprimida no dia 15 apos a
sepse grave (Figura 12, painel A). Esta supressdo nao foi passivel de ser revertida in vitro
utilizando anticorpos anti-GITR ou anti-CTLA-4, inibidores da atividade das células T
reguladoras (Figura 12, painel B e C). Além do mais, houve supressdo da proliferacao das
células T CD4" convencionais purificadas do bago dos animais sépticos (Figura 13).

Desta forma, notou-se que a atividade supressora das células T reguladoras desses
animais sépticos estava inalterada (Figura 13), corroborando com os achados de Wisnoski
e colaboradores, os quais demonstram, no 1° dia apds a sepse, normal capacidade
supressora das células T reguladoras (WISNOSKI et al., 2007). Em contradi¢ao, Scumpia e
colaboradores encontraram durante a sepse aumento da capacidade supressora das células
T reguladoras, no mesmo intervalo de tempo analisado (SCUMPIA et al., 2006).

Uma possivel explicagdo para o comprometimento da resposta das células T CD4"

poderia estar na viabilidade dessas células. Dados da literatura sugerem que a apoptose esta
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associada com a supressao, podendo ser desencadeada por mediadores anti-inflamatorios,
através de mecanismos envolvidos na imunossupressao (HOTCHKISS et al., 1999; 2005).
A morte celular durante a sepse ja foi amplamente descrita ¢ atualmente é considerado um
fenomeno importante. Apesar de ambos os mecanismos de morte celular (necrose e
apoptose) estarem ocorrendo simultaneamente durante a sepse, a forma predominante ¢ a
apoptose (HOTCHKISS et al., 1999; 2005). No presente estudo, verificou-se que os niveis
de células T CD4" apoptéticas ndo se alteraram no 15° dia apos a sepse grave (Figura 14).
Foi demonstrado que o comprometimento das células T CD4" ndo se deve a apoptose
celular.

Caracterizado o comprometimento das células T CD4" e excluindo a possibilidade
de apoptose celular, na seqiiéncia foi analisada a resposta de camundongos CD4” a
infeccdo por L. pneumophila. Observou-se que os camundongos CD4” infectados
apresentaram uma sobrevida de 50%, comparada com a de 100% dos animais higidos
(Figura 15). Conseqlientemente, podemos sugerir que a interacdo entre o sistema imune
inato e adaptativo € essencial para sobrevivéncia na fase inicial da sepse.

Estes dados concordam com os de Scumpia e colaboradores, que também
descreveram um comprometimento das células T CD4" no 1° dia apds a sepse, devido a
uma diminui¢do da expressao de CD3(, acompanhada de uma possivel disfuncdo do TCR
(SCUMPIA et al., 2007). H4 comprometimento de células T CD4" em outras patologias
como na autoimunidade; sugerindo ocorrer em resposta a células T autoreativas
(BANIYASH, 2004). Desta maneira, os resultados sugerem que o comprometimento das
células T CD4" convencionais ocorra numa fase inicial da sepse.

Dados recentes sugerem que Foxp3 interage com fatores de transcri¢do da familia
Rel, fator nuclear de células T ativadas (NFAT) e NF-kB, bloqueando a expressao de genes

alvos inclusive para citocinas IL-2, INF-y e IL-4 (BETTELLI; DASTRANGE; OUKKA,
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2005). Células T derivadas de camundongos scurf que ndo apresentam Foxp3, mostraram
aumento da atividade de NFAT e NF-«kB. A interagdo NFAT e Foxp3 também foi capaz de
induzir genes que codificam IL-2, CTLA-4 e GITR, promovendo a diferenciagdo e potente
capacidade supressora das células (WU et al., 2006). Logo, a utilizagdo de anticorpo anti-
CTLA-4 ou anti-GITR, utilizados nesse trabalho, pode ser uma ferramenta crucial para
inibir a atividade supressora durante a indugdo da resposta imune. Outros estudos vém
mostrando a utilizagdo de anticorpos para inibi¢do ou ativacao de diferentes células como
uma ferramenta importante na manipulacdo de acdes para fins terapéuticos (revisto por
SEVACH et al., 2006). O anticorpo anti-CTLA-4, por exemplo, pode agir como um
inibidor de células T reguladoras por mecanismo dependente de contato in vitro e in vivo,
como mencionado anteriormente (revisto por SEVACH et al., 2006).

Embora haja uma variedade de estudos demonstrando que o anti-GITR inibe as
células T reguladoras in vitro, este mesmo anticorpo administrado in vivo apresenta
algumas aparentes contradigdes quanto a sua agdo, tendo, inclusive, acdo inibitoria para
células T reguladoras e co-estimulatoria para células T (SHIMIZU et al., 2002; KOHM et
al., 2004). Dados que reforgam essa hipotese sdo aqueles que demonstram tanto expressao
aumentada do receptor GITR em células T reguladoras, como sua diminui¢do em células T
CD4 e CDS (revisto por SEVACH et al., 2006; revisto por NOCENTINI et al., 2007).

De acordo com esses dados, a administracdo de anticorpo anti-GITR aumentou a
sobrevida apds a sepse (Figura 16), corroborando com Scumpia e colaboradores, uma vez
que administragdo in vivo de anticorpo anti-GITR, pode reverter parcialmente o
comprometimento das células T CD4" (SCUMPIA et. al., 2007).

Consistente com esses resultados, Heuer e colaboradores, utilizando anticorpo anti-
GITR, demonstraram elegantemente que a transferéncia adotiva de células T reguladoras

de animais higidos para animais sépticos, melhora a sobrevida pos-sepse (HEUER et al.,
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2005). Com este dado, sugeriu-se que o anticorpo anti-GITR possui a¢do de inibir as
células T reguladoras, ndo excluindo a co-estimulagdo de células T. No entanto, a co-
estimulacdo de células T pode ocorrer durante o tratamento com anti-GITR, mas ndo vem a
ser a principal responsavel pelo aumento da sobrevida, visto que somente a transferéncia
de células T reguladoras competentes apresentam um mesmo papel nesse processo.

Interessantemente, pela primeira vez demonstra-se que a 1mMunossupressao
observada em camundongos submetidos a sepse foi completamente revertida apds a
administracdo de anticorpo anti-GITR in vivo, mostrando uma menor susceptibilidade a
infec¢do secundaria por L. pneumophila (Figura 17). Assim, sugere-se que as células T
reguladoras participem do desenvolvimento da imunossupressao durante a sepse grave.

Resumidamente, aqui sustenta-se a hipdtese de que as células T reguladoras sdo
fundamentais para o desenvolvimento da imunossupressao na fase inicial da sepse. Periodo
esse em que a produgdo exacerbada dessas células promove o comprometimento das
células T CD4" convencionais. Esta produgdo exacerbada somente ¢ contida com o
decorrer do tempo, por isso foi observado um aumento de células T reguladoras em 15 dias
apos a sepse. Mas, mesmo depois de conter a producao dessas células, houve permanéncia
de um quadro de imunossupressdo, porque em 30 dias ap6s a inducdo da sepse houve uma
susceptibilidade desses animais a infec¢do por L. pneumophila.

Desta forma, sustenta-se que as células T reguladoras sdo componentes principais
que contribuem para o desenvolvimento da imunossupressao durante a sepse grave. Estes
resultados, portanto, contribuem, ndo s6 para um melhor entendimento dos fatores
desencadeadores da imunossupressdo, como também abrem caminhos para novas
pesquisas na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos na susceptibilidade a uma

segunda infecc¢ao.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho, sugere-se que as células T reguladoras participam do desenvolvimento da
imunossupressdo durante a sepse grave, como um componente central na génese da

susceptibilidade a infecgdes secundarias.
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8. APENDICE

8.1. Padronizacio da dose de antibidtico Ertapenem Sédico

-SHAM -=CLP 10 mg/KgAntib.
~CLP ~CLP 20 mgikg Antib.
~CLP 5 mg/KgAntib.
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Figura Apéndice 1: Padronizacdo da dose do antibiético Ertapenem Sédico
administrada apés inducio da sepse polimicrobiana grave. Os camundongos C57BL/6
submetidos a CLP receberam duas perfuracdes com agulha 18G. O grupo SHAM nio teve
perfuragdes no ceco. Apés 6 h da cirurgia um dos grupos submetidos a CLP foi tratado com
diferentes concentragdes do antibidtico ertapenem sodico (5, 10 e 20mg/ Kg), mantendo o
tratamento em intervalos de 12h até completar 3 dias. A sobrevida foi determinada
diariamente por um periodo de 30 dias. Os resultados sdo representativos de trés
experimentos. Os dados correspondem as porcentagens de sobrevivéncia de oito a dez
animais por grupo. A taxa de sobrevida dos animais sépticos tratados com a dose de 10 e 20
mg/ Kg do antibidtico foi significativamente diferente dos animais sépticos sem tratamento
com antibidtico (P<0,05, Mantel-Cox logrank).
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9. ANEXOS

9.1. Certificado do Comité de Etica

o R ——
4 3 UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
3 5 FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comissio de Etica em Experimentacdo Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em
experimentagdo n° 023/2007, sobre o projeto intitulado “O papel das células
T reguladoras no desenvolvimento da imunossupressdo durante a sepse
grave”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Santana da Silva, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADO
pela COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CETEA) em reunido de 26 de margo de 2007.

(We certify that the protocol n® 023/2007, about “The role of regulatory T cells in the development of the
immunosuppression during sepsis”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH
adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the COLLEGE OF
MEDICINE OF RIBEIRAQ PRETQO OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO - ETHICAL
COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 83/26/2007 meeting).

Ribeirdo Preto, 30 de margo de 2007,

Profa. Dra. CLAUDIA MARIALEPTE MAFFEI

Vice-Presidente da‘Comissdo de Etica
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