
 

 

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE 

UNIDADE ACADÊMICA DE CIÊNCIAS DA SAÚDE  

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

 

 

 

 

 

 

DHÉBORA MOZENA DALL’IGNA 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR E PERFIL DE 

CITOCINAS DE LINFÓCITOS SANGUÍNEOS E ESPLÊNICOS 

DE RATOS SÉPTICOS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO IN 

VITRO COM TAURINA E CLORAMINA TAURINA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CRICIÚMA 

2013 

 



UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE 

UNIDADE ACADÊMICA DE CIÊNCIAS DA SAÚDE  

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

 

 

 

 

 

 

DHÉBORA MOZENA DALL’IGNA 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR E PERFIL DE 

CITOCINAS DE LINFÓCITOS SANGUÍNEOS E ESPLÊNICOS 

DE RATOS SÉPTICOS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO IN 

VITRO COM TAURINA E CLORAMINA TAURINA  

 

 
 

 

Dissertação de Mestrado apresentada 

ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde para obtenção do 

título de Mestre em Ciências da Saúde. 

 

Orientador: Prof. Dr. Felipe Dal-

Pizzol. 

 

 

 

 

 

CRICIÚMA 

 2013  

 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

D147a   Dall’Igna, Dhébora Mozena.   

Avaliação da viabilidade celular e perfil de citocinas de linfócitos 

sanguíneos e esplênicos de ratos sépticos submetidos ao tratamento in 

vitro com taurina e cloramina taurina / Dhébora Mozena Dall’Igna ; 

orientador : Felipe Dal Pizzol. – Criciúma, SC : Ed. do Autor, 2013.  

72 p. : il.; 21 cm.  

 

Dissertação (Mestrado) - Universidade do Extremo Sul Catarinense, 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde, Criciúma, 2013. 

 

1. Sepse.  2. Septicemia. 3. Taurina. 4. Cloramina taurina.  

                    5. Linfócitos. I. Título. 

        CDD. 22ª ed. 615.1 

Bibliotecária Eliziane de Lucca Alosilla – CRB 14/1101 

Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOLHA INFORMATIVA 

 

A dissertação foi elaborada seguindo o estilo Vancouver e será 

apresentada no formato tradicional conforme normas constantes na 

Resolução n° 02/2013, propostas pelo Colegiado de Coordenação do 

Programa de Pós Graduação em Ciências da Saúde. Este trabalho foi 

realizado nas instalações dos Laboratórios de Fisiopatologia 

Experimental, Biologia Molecular e Microbiologia, todos vinculados ao 

Programa. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À Deus que me permitiu com que 
mais esse passo fosse dado, que me 

dá a força diária para seguir em 

frente.  
Ao meu filho Gabriel, meu anjo, 

companheiro, sempre 

compreensivo e amado. Você é a 
melhor parte de mim! 

À minha mãe Marinês, por todo o 
amor, apoio e cuidado, de quem 

herdei muita força.  

Ao meu pai Valério, por todo o 
amor, cuidado e dedicação, de 

quem herdei valores inestimáveis. 
Como você faz falta!   

Ao meu irmão Douglas, que espero 

que se recupere o mais rápido 
possível.  

 

 
 

 

  



 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 



AGRADECIMENTOS 

 

Aos meus pais. Sempre e para a vida toda.   

Ao meu orientador Felipe Dal Pizzol, pessoa sábia, simples e 

competente, pela oportunidade de muito aprendizado, pela confiança em 

mim depositada, pela paciência e por toda a ajuda.  

A todos os professores do Programa, desde o convívio breve em alguma 

disciplina a amizades e parcerias feitas ao longo deste tempo. 

Aos professores de Graduação e Especialização com os quais me 

comunico até hoje. Obrigada pela parceria, amizade e exemplo.   

À secretaria e coordenação do Programa. 

À querida Camila Model, a quem muito admiro. Obrigada pela amizade 

e por ter estendido a mão no meu momento mais difícil. 

À Cris Loira, pela amizade e pelas agradáveis e longas conversas. 

À Fran Vuolo, pela amizade e pelas primeiras coordenadas no 

laboratório.  

À Cinara e Gabriela pela amizade e companheirismo.  

À Giselli, pela amizade, convívio, paciência e cuidado. 

À Monique, pela amizade e por estar sempre disposta.  

Ao André, pelo o que foi bom. 

Às “pizzoletes” Letícia, Renata, Jaqueline, Natália, Tatiana e Carolini, 

agradáveis companhias.  

Às pessoas cujo convívio foi muito especial: Mari, Gi Tezza, Bela, 

Fabrícia, Tamires, Larissa, Amandinha, Fran Mina, Bruna, Diogo, Will, 

Guta e Josi Budni.  

Ao Guto e Tia Célia, por estarem cuidando da mãe por mim.  

Aos funcionários do Biotério desta Instituição, pela disponibilidade de 

sempre, em especial ao Heron e Elige.  

Aos animais que deram a vida sem direito de escolha.  

Aos laboratórios, cujo espaço cedido possibilitou o desenvolvimento 

deste trabalho.  

Ao apoio financeiro de CAPES e UNESC.  

 

 

 

 

 

 

 

 
A todos, muito obrigada! 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O importante é não parar de 

questionar. A curiosidade tem a 
sua própria justificativa racional 

para existir... Não perca nunca 
essa sacrossanta curiosidade”.  

Albert Einstein, 1879-1955. 

 

“Nós estamos aqui para somar o 

que pudermos à vida, não para 

dela subtrair o que for possível”.  
William Osler, 1849-1919. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

Estudos estão buscando mecanismos de morte celular durante o curso da 

sepse, em que respostas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias estão 

envolvidas na sua complexa fisiopatologia. Taurina (Tau) é um 

aminoácido abundante em polimorfomucleares (PMNs) que reage com 

ácido hipocloroso para formar o oxidante cloramina taurina (TauCl) em 

condições inflamatórias. Neste contexto, foi investigado potenciais 

interações entre linfócitos e TauCl em ratos submetidos à ligação e 

perfuração cecal (CLP), por meio de análise de viabilidade celular e 

perfil de secreção de citocinas (TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, IL-23 e IL-

10). Ratos adultos machos foram divididos em dois grupos (sham e 

CLP) e subsequentemente mortos 24 ou 120 horas após a indução da 

sepse para isolamento de linfócitos do sangue e do baço. Linfócitos (> 

95,0% de pureza determinada por diferenciação com coloração de 

Giemsa) foram cultivados por 24 horas a uma concentração de 1x10
6
 

células/mL e ativadas com 2 µg/mL de concanavalina A (ConA). Após 

24 horas, Tau e TauCl foram adicionadas a concentrações de 0,1, 0,2, 

0,3, 0,4 e 0,5 (mM) por uma hora. Após este tempo, as células foram 

incubadas com MTT (500 μg/mL) por 3 horas para avaliar viabilidade 

celular e os sobrenatantes foram usados para determinar os níveis de 

citocinas. Células incubadas com Tau exibiram maior viabilidade do que 

as células incubadas com TauCl, em ambos tempos e órgãos. TauCl, por 

meio de relação dose-dependente, diminuiu a secreção de citocinas 

(TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, IL-23 e IL-10) quando comparadas às 

células não incubadas. Estes achados mostram um possível 

comprometimento na função de linfócitos promovido pelo efeito de 

TauCl, correlacionado com a imunossupressão e morte celular 

características dos estágios de sepse.  

 

 

 

Palavras-Chave: Linfócito. Sepse. Taurina. Cloramina taurina. 

Viabilidade.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Studies are researching immune cell death mechanisms during the 

course of sepsis in response to pro-inflammatory and anti-inflammatory 

mediators that are involved in its pathophysiology. Taurine (Tau) is an 

abundant amino acid in polymorponuclear leucocytes (PMN) that reacts 

with hypochlorous acid to form taurine chloramine (TauCl) under 

inflammatory conditions. In this context, we investigated potential 

interactions between lymphocytes and TauCl in rats submitted to cecal 

ligation and perforation (CLP), analyzing cell viability and cytokine 

secretion profile (TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, IL-23 and IL-10). Adult 

male rats were divided in two groups (sham and CLP) and then were 

killed 24 or 120 hours after sepsis induction to isolate lymphocytes from 

blood and spleen. Lymphocytes (> 95,0% purity determined by 

differentiation with Giemsa staining) were cultured for 24 hours at a 

concentration of 1x10
6
 cells/mL and activated by 2 µg/mL concanavalin 

A (Con-A). After 24 hours, Tau and TauCl were added at concentrations 

of 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 (mM) for 1 hour. After this time, cells were 

incubated with MTT (500 μg/mL) for 3 hours to evaluate cell viability 

and supernatants were used to determine cytokines levels. Cells 

incubated with Tau exhibited better viability than those incubated with 

TauCl, in both time and organs. TauCl, in a time and dose-dependent 

ratio, decreased cytokines secretion (TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, IL-23 

and IL-10) when compared to untreated cells. These findings show a 

possible impairment in lymphocytes function promoted by TauCl, 

correlated with immunosuppression and cell death characteristic of the 

late stages of sepsis.  

 

Keywords: Lymphocyte. Sepsis. Taurine. Taurine chloramine. 

Viability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 HISTÓRICO, DEFINIÇÕES E ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

DA SEPSE 

 

 Historicamente, a sepse é conhecida como uma condição em 

que sua identificação e diagnóstico são difíceis e é relatada desde o 

início dos tempos, sendo descrita por mais de 2000 anos, apesar de as 

definições clínicas serem recentes (Martin, 2012).    

 Em um esforço para entender clinicamente essa patologia, no 

último século, uma variedade de definições estão sendo desenvolvidas. 

Entre os conceitos mais recentes, está o de considerar a sepse como 

resposta sistêmica do hospedeiro à infecção (Riedemann et al., 2003). 

De fato, a sepse foi classicamente descrita pelo eminente médico 

canadense William Osler (1849–1919) em sua observação seminal que 

pacientes, exceto em alguns casos, pareciam morrer pela resposta 

corpórea à infecção do que pela infecção per se. Anos mais tarde, em 

1972, este conceito foi reforçado em uma revisão médica a qual relata 

que “a resposta do hospedeiro é que faz a doença” (Thomas, 1972). 

Sepse já foi conceituada de um modo geral como uma forma de 

intoxicação, muitas vezes como envenenamento do sangue; de forma 

mais prática, um quadro que representa a presença de microrganismos 

patogênicos ou suas toxinas no sangue ou tecidos (Martin, 2012).    

Com o objetivo de desenvolver uma padronização universal do 

conceito que complementasse as novas descobertas sobre a 

fisiopatologia da sepse, o American College of Chest Physicians 
(ACCP) e a Society of Critical Care Medicine (SCCM), realizou em 

1991, uma reunião de consenso para a criação de critérios de 

classificação da Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica (SRIS), 

sepse, sepse severa e choque séptico. Esta síndrome é definida como a 

presença de dois ou mais dos seguintes quadros de inflamação 

sistêmica: (1) hipertermia ou hipotermia; (2) leucocitose ou leucopenia; 

(3) taquicardia e (4) taquipneia ou hiperventilação (Bone et al., 1996).  

 Dez anos depois, tais conceitos foram revisados em uma nova 

conferência (Levy et al., 2003). Considerações importantes foram 

realizadas com o objetivo de expandir o conceito de SRIS com a 

inclusão de outros parâmetros relacionados ao quadro séptico, além da 

compreensão do processo de evolução da doença. Com infecção 
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documentada, sepse tem que abranger pelo menos 2 critérios de SRIS. 

Já a sepse severa é a sepse que evolui para disfunção orgânica ou 

também conhecida como síndrome de disfunção múltipla de órgãos 

(SDMO), quadro que inclui hipoperfusão e hipotensão. O choque 

séptico é a sepse com hipotensão refratária ou persistente e hipoperfusão 

tecidual, apesar de adequada reposição volêmica (Howell et al., 2011).  

O termo sepsis implica em uma resposta clínica (SRIS) 

decorrente de uma infecção suspeita ou confirmada. Entretanto, resposta 

similar ou mesmo idêntica pode surgir na ausência de infecção 

documentada. Por esta razão, estabeleceu-se o uso do termo SRIS como 

o mais apropriado para a designação das patologias similares, pois ela 

pode ser causada por diversos outros insultos (Bone et al., 1992).  

 Todo este histórico de aprimoramento nos conceitos, bem como 

o estabelecimento de critérios diagnósticos que compõem as diretrizes 

da Surviving Sepsis Campaign (SSC), vem permitindo a execução de 

estudos epidemiológicos da sepse. Tais estudos têm mostrado a 

dimensão da doença, bem como a relevância de seu estudo (Dellinger et 

al., 2013).         

 Com base em dados obtidos de estudos realizados em vários 

países europeus desenvolvidos e em desenvolvimento, a sepse pode 

ocorrer entre 6% e 30% de todos os pacientes das UTI’s (Unidades de 

Terapia Intensiva), variação esta devida à heterogeneidade das unidades 

(Vincent et al., 2006).  

Um estudo estimou a incidência de sepse nos Estados Unidos 

em 751.000 casos por ano, relatando que a idade relaciona-se 

diretamente com a incidência e a mortalidade. A incidência aumentou 

mais de 100 vezes com a idade, sendo 0,2/1.000 em crianças e 

26,2/1000 em pacientes acima de 85 anos. A mortalidade foi de 10% em 

crianças e 38% em pacientes com mais de 85 anos, sendo responsável 

por 9,3% de todos os óbitos nos Estados Unidos em 1995 e resultando 

em 215.000 mortes, número equivalente à mortalidade por infarto agudo 

do miocárdio. Adicionalmente, os custos em saúde associados ao 

tratamento de pacientes sépticos são extremamente altos, chegando a 

mais de 16 bilhões de dólares por ano (Angus et al., 2001).  

Estudos prospectivos recentes usando os critérios de 

identificação de sepse definidos por ACCP/SCCM em pacientes de 

UTI’s mostraram índices de incidência de 0,25/1000 na Espanha 

(Blanco et al., 2008); 0,38/1000 na Finlândia (Karlsson et al., 2007); 

0,77/1000 na Austrália e Nova Zelândia (Finfer et al., 2004) e de 
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0,95/1000 na França (Brun-Buisson et al., 2004). Já na Islândia, 

Vesteinsdottir e colaboradores (2011) mostraram uma incidência de 

sepse severa e choque séptico de 0,48/1000 ao ano (dados 

representativos de 1000 habitantes). Segundo esta última pesquisa, a 

taxa de mortalidade de sepse em 28 dias foi de 24,6%.   

 Em um estudo de coorte multicêntrico internacional sobre sepse 

e infecção em pacientes de UTI’s, obteve-se uma incidência bruta de 

infecções de 21,1%. Entre os 3.304 episódios infecciosos, 24% foram 

associados com sepse severa e 30% com choque séptico. A frequência 

do choque estava relacionada a cepas multirresistentes (Alberti et al., 

2002). Annane et al. (2003) analisaram a epidemiologia do choque 

séptico de 100.554 admissões de UTI’s e observaram um aumento na 

frequência de 7 entre 100 admissões para 9,7 entre 100 admissões no 

ano de 1000.       

 Já no Brasil, estudos epidemiológicos sobre sepse são escassos. 

O estudo BASES (Estudos Brasileiros Epidemiológicos em Sepse), 

desenvolvido em cinco UTI’s dos estados de São Paulo e Santa 

Catarina, mostrou uma incidência de sepse, sepse grave e choque séptico 

de 46,9%, 27,3% e 23%, respectivamente. A mortalidade nestes 

pacientes foi 33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente (Silva et al., 

2004).   

 

 

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE    

        
 A sepse é uma desregulação inflamatória severa que ocorre 

durante situações em que as infecções não estão apenas estabelecidas 

localmente e disseminam-se pela corrente sanguínea. A resposta 

inflamatória séptica compreende duas fases distintas: a SRIS, 

caracterizada pela produção excessiva de mediadores pró-inflamatórios 

e a segunda fase conhecida como SRAC – Síndrome da resposta anti-

inflamatória compensatória. Tal fase está associada ao aumento da 

susceptibilidade às infecções secundárias e é caracterizada por um 

severo comprometimento das funções de células T imunes adaptativas 

em que posteriormente pode levar a uma inabilidade no controle de 

infecções virais e bacterianas, podendo, dependendo da gravidade da 

evolução do quadro, levar a falha orgânica múltipla através da 

imunoparalisia (Cohen, 2002; Hotchkiss e Karl, 2003; Hotchkiss et al., 

2009).         
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 Ashare et al. (2005) mostraram que a razão entre mediadores 

anti-inflamatórios/pró-inflamatórios é mais preditiva da gravidade da 

infecção séptica do que as medidas absolutas de qualquer mediador 

individual. Vários modelos pré-clínicos foram desenvolvidos com o 

objetivo de propiciar descobertas sobre mecanismos celulares e 

moleculares responsáveis pela ocorrência de SRIS e SRAC. Dentre os 

métodos não cirúrgicos encontram-se os modelos de aplicação de 

endotoxina como o lipopolissacarídeo (LPS) e administração 

intravascular de patógenos como E. coli; dentre os métodos cirúrgicos 

encontram-se ligação e perfuração cecal (CLP) e Peritonite por stent em 

cólon ascendente (CASP). O procedimento de CLP é reconhecidamente 

um dos modelos que melhor mimetiza os parâmetros clínicos de sepse 

humana (Buras et al., 2005).      

 Pesquisas com tais modelos permitiram observar que as duas 

fases da sepse são iniciadas pela ativação exacerbada de células imunes 

inatas como consequência da sinalização através de receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) que detectam padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) (Beutler, 2004; Kawai e Akira, 2010). 

A interação de componentes celulares como LPS, muramildipeptídeo 

(MDP), flagelina e DNA bacteriano com os PRRs como receptor do tipo 

toll (TLR), proteínas intracelulares do tipo NOD (NLR) e proteínas de 

reconhecimento de peptideoglicano, leva à ativação de uma série de 

moléculas efetoras intracelulares e por fim fatores de transcrição nuclear 

como o fator nuclear kappa B (NF-κB) e a subsequente expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (Rittirsch et al., 2008).   

 Enquanto que a SRIS está associada à maciça secreção de fator 

de diferenciação mielóide (MyD88) e citocinas pró-inflamatórias 

dependentes de domínio TIR contendo adaptador do indutor de 

interferon β (TRIF) como fator de necrose tumoral alpha (TNF-α), 

interferon gamma tipo II (IFN-γ), interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) 

(Weighardt et al., 2002; Weighardt e Holzmann, 2007), a SRAC está 

associada à produção de citocinas regulatórias como IL-10, que está 

envolvida nas respostas imunes inata e adaptativa (Volk et al., 2000; 

Cohen, 2002).        

 Concomitantemente ao processo inflamatório, ocorre um 

processo de coagulação intravascular disseminada (CID), que resulta de 

uma ativação irregular da coagulação sanguínea, com formação 

aumentada de trombos na microcirculação, consumo de plaquetas e 

fatores de coagulação (Tassin et al., 2013). Hayakawa e colaboradores 
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(2013) investigaram especificamente o efeito do fator tecidual (fator III) 

e descobriram que o mesmo é responsável pela indução de CID, sendo 

expresso em células mononucleares e endoteliais ativadas. Tais 

anormalidades coagulatórias clinicamente relevantes podem ocorrer em 

50 a 70% dos pacientes com sepse (Wheeler e Bernard, 1999; Levi et 

al., 2003); a mortalidade de pacientes sépticos com CID pode chegar a 

43% (Dhainau et al., 2004). A sepse é um evidente fator de risco para 

ocorrência de trombocitopenia em pacientes críticos e a severidade da 

mesma está correlacionada com a baixa contagem de plaquetas (Levi et 

al., 2005).       

 Muitas pesquisas estão sendo realizadas para avaliar potenciais 

intervenções terapêuticas para sepse, porém sem grande sucesso. Tais 

pesquisas concentram-se principalmente nos estudos de mecanismos 

fisiopatológicos. Ensaios clínicos destinados a bloquear a resposta 

inflamatória apresentaram falhas, estando provavelmente relacionadas 

com a natureza multifatorial da sepse, que inclui condições pré-

existentes, o tipo de lesão ou infecção e o processo inflamatório 

desencadeado pelo insulto (Remick, 2003). 

 

 

1.3 APOPTOSE       

        

 O aumento de morte celular pelo processo de apoptose é 

proposto como principal contribuinte à disfunção orgânica durante o 

choque (Hotchkiss e Nicholson, 2006). A apoptose é um “suicídio” 

celular programado, o qual regula uma forma não-necrótica de morte 

celular. As células que passam por este processo sofrem mudanças 

morfológicas e bioquímicas, incluindo deformação na membrana, 

encolhimento, condensação da cromatina e fragmentação de DNA 

(Cohen et al., 1992).  Apesar de historicamente atribuir-se apenas à 

necrose a indução de inflamação, recentemente estudos mostram que 

células apoptóticas não fagocitadas liberam conteúdos intracelulares de 

característica antigênica e potencialmente citotóxica, podendo também 

promover maior inflamação (Mei et al., 2010).    

 Em pacientes com sepse há ocorrência de aumento da apoptose 

dos linfócitos circulantes e das células dendríticas esplênicas, 

principalmente durante o estágio de imunossupressão ou imunoparalisia. 

Se a apoptose é uma resposta adaptativa aos tecidos lesados, também 

pode contribuir para a disfunção orgânica e a imunossupressão na sepse, 
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contribuindo para a perpetuação da mesma, longo tempo de 

permanência na UTI e aumento na mortalidade (O’Brien et al., 2007).

 Oberholzer et al. (2001) mostraram que linfócitos são os tipos 

celulares que sofrem grande apoptose. A morte celular está diretamente 

relacionada aos danos estruturais e funcionais das mitocôndrias que 

levam à falha energética (Rudiger et al., 2008).     

 Vias apoptóticas ocorrem através da ativação de membros da 

família de receptores de TNF-α ou pelo mecanismo intrínseco via 

caspases e Bcl-2. Achados em experimentação animal de Hotchkiss e 

Nicholson (2006) mostram a ocorrência de apoptose generalizada de 

células B, células T e células dendríticas na fase imunossupressora da 

sepse, corroborando com estudos clínicos post mortem. No entanto, 

estudos recentes mostraram que a apoptose de linfócitos T não seria 

somente um resultado da fase tardia da sepse como se era sabido. Ela 

aparece também na fase inicial da mesma (Kasten et al., 2010).  

 Tiesi e colaboradores (2013) relatam em um recente estudo em 

modelo animal de trauma hemorrágico, que camundongos com mutação 

no receptor TLR4 mostram resistência no processo apoptótico de células 

do baço e do timo, indicando que tal mecanismo de morte celular é 

dependente de TLR4.       

 A apoptose aumentada particularmente em tecidos linfóides e 

potencialmente aumentada em alguns tecidos parenquimais podem 

contribuir para a MODS associada à sepse e pode ser um alvo 

terapêutico potencial para intervenção (Oberholzer et al., 2001), além de 

intervenções já conhecidas como antibioticoterapia de amplo espectro de 

ação, ressuscitação fluídica intravenosa, ventilação mecânica, terapia 

com glicocorticóides e insulina (Matsuda et al., 2012).  Em outubro de 

2011, o medicamento antitrombótico Xigris
® 

(drotecogina alfa, proteína 

C ativada humana recombinante) foi retirada do mercado devido aos 

riscos serem superiores aos benefícios.     

 Guo et al. (2004) estudaram a hipótese de que um tratamento à 

base de inibição de caspases poderia proteger ratos de insuficiência renal 

aguda induzida por endotoxemia. Os resultados mostraram não somente 

prevenção de apoptose como inibição da inflamação.   

 Já Hotchkiss et al. (1999), mostraram que a superexpressão de 

Bcl-2, uma proteína anti-apoptótica, em modelo de ratos transgênicos, 

fornece proteção celular na sepse contra morte de linfócitos, 

aumentando a sobrevida, que pode ser prejudicial por comprometer a 

defesa do hospedeiro.   
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1.4 CITOCINAS DE ALTA RELEVÂNCIA NA SEPSE 

       

 Apesar de a produção de citocinas pró-inflamatórias ser 

normalmente indispensável à proteção contra patógenos e ao reparo 

tecidual advindo da imunidade humoral, a produção desregulada e 

prolongada das mesmas pode levar a uma cascata inflamatória sistêmica 

mediada por quimiocinas, aminas vasoativas, sistema complemento e de 

coagulação, espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, dentre outras 

(Matsuda et al., 2012). Levi e colaboradores (1997) atribuíram às 

citocinas, o papel de mediadores mais importantes no desequilíbrio do 

sistema coagulatório na sepse.      

 O papel primário da liberação de mediadores inflamatórios 

associados à sepse é o de aumentar a infiltração de leucócitos dentro de 

vasos sanguíneos no sítio de infecção. A partir do reconhecimento dos 

PAMPs, dá-se início a uma cascata de sinalização responsável pela 

transcrição de um grande número de genes de importantes de citocinas 

pró-inflamatórias e quimiocinas (Cauvi et al., 2012). Adicionalmente, 

tem-se uma produção de Interferons do tipo 1 (IFN), podendo resultar 

na ativação da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) em células 

imunes e de tecido vascular, levando à produção de mais óxido nítrico 

(NO). O NO, por sua vez, participa do estresse oxidativo resultante de 

todo o processo inflamatório séptico, juntamente com outras espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio (Jimenez et al., 2005). O estresse 

oxidativo associado ao quadro séptico pode resultar em adaptação ou 

lesão celular (Halliwell e Gutteridge, 1999).   

 Linfócitos T helper 1 (TH1) produzem, dentre outras citocinas, 

IFN-γ e TNF-α, favorecendo a imunidade mediada por células. Porém 

os linfócitos T helper 2 (TH2) secretam IL-6 e IL-10, dentre outras, 

favorecendo a imunidade humoral. Citocinas produzidas na sepse 

podem afetar a predominância de populações de linfócitos e 

consequentemente as respostas imunes (Ferguson et al., 1999).  

 TNF-α e IL-6 desempenham um papel regulador na promoção 

da depuração bacteriana sistêmica e juntamente com a IL-12 (produzida 

primariamente por monócitos e macrófagos), ativam diretamente a 

capacidade citolítica das células mononucleares e polimorfonucleares, 

aumentando a produção de NO e atividades microbicidas e 

indiretamente a produção de IFN-µ e TNF-α, que regulam a fagocitose 

bacteriana (Moreno et al., 2006).      

 Localmente, TNF-α e IL-1, principalmente do tipo IL-1β, 
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ativam o endotélio vascular, aumentando a expressão de moléculas de 

adesão como as moléculas de adesão intracelular (ICAMs), P-selectina e 

E-selectina (Ley et al., 2007). A vasodilatação exacerbada está associada 

a fugas de fluido vascular, o que leva à hipoperfusão tecidual, choque e 

falência de órgãos (Pathan et al., 2004).   

 Interleucina-6 (IL-6) é rapidamente induzida no contexto de 

sepse, tanto clínico quando experimentalmente em ratos. É uma citocina 

de alto pleiotropismo que desempenha diversas funções, incluindo 

efeitos na imunidade inata mediada por macrófagos e células dentríticas, 

na ativação e diferenciação de linfócitos B e T, assim como na indução 

de respostas por Linfócitos T helper (TH17). É um importante marcador 

na sepse e no choque séptico: pacientes mostram altos níveis séricos de 

IL-6 e isso está correlacionado com o aumento de mortalidade, 

associada à disfunção orgânica (Pathan et al., 2004; Sutherland et al., 

2005).        

 Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatória que 

desempenha papel importante na fisiopatologia do paciente criticamente 

enfermo. Níveis plasmáticos de IL-10 em pacientes sépticos são 

correlacionados com a SRIS; tais níveis aumentados estão associados 

com a uma má recuperação dos mesmos (Marchant et al., 2005; 

Scumpia e Moldawer, 2005).      

 Linfócitos T naïve CD4
+
 se diferenciam em células T de 

memória produtoras de IL-17, conhecidos como linfócitos de fenótipo 

TH17, que secretam não somente IL-17 (em particular IL-17A), mas 

também TNF-α, IL-2, IL-22, IL-23, dentre outras substâncias, 

dependendo da condição inflamatória da doença (Stockinger et al., 

2011). Esta diferenciação e ativação ocorrem com a sinalização 

promovida pelos PRRs, por meio de estimulação macrofágica e 

dendrítica via sistema complemento (Hashimoto et al., 2010; Lajoie et 

al., 2010). IL-17A é uma potente citocina pró-inflamatória que atua no 

recrutamento de neutrófilos e monócitos para os tecidos e induz a 

produção de peptídeos antimicrobianos pelas células epiteliais, podendo 

ter participação importante no desenvolvimento de doenças autoimunes 

(Hirota et al., 2012). IL-17 induz citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF 

e IL-1β) (Yao et al., 1995) e quimiocinas (CXCL1, GCP-2, CXCL8 ou 

IL-8, CINC, MCP-1) (Fossiez et al., 1996).    

 Interleucina-23 (IL-23) parece ser uma citocina essencial no 

controle da patogenicidade, sendo os macrófagos e as células dendríticas 

as maiores fontes contribuintes para a rápida liberação desta citocina 
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durante a doença (Bosmann e Ward, 2012). IL-23 é um potente indutor 

de IL-17 (Murphy et al., 2003; Langrish et al., 2005). Bosmann e Ward 

(2012) demonstraram que o bloqueio de IL-23, assim como o de IL-17 

melhora efetivamente a recuperação no choque endotóxico.  

 Interferon gamma (IFN-γ) é uma proteína homodimérica 

classicamente produzida por células Natural killer (NK) e linfócitos T, 

apesar de algumas linhagens de células monocíticas/macrofágicas 

também atuarem como fonte (Ogasawara et al., 1998; Feng et al., 2006; 

Robinson et al., 2009). IFN-γ é essencial para uma resposta efetiva do 

hospedeiro frente a uma variadade de patógenos (Hunter et al., 1995). O 

mesmo é necessário para a indução de alguns genes responsivos ao LPS 

como a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), o que facilita a 

produção de muitas citocinas e quimiocinas proinflamatórias (Heremans 

e Billiau, 1989; Heremans et al., 2000). A resposta sistêmica ao LPS e o 

desenvolvimento do choque séptico induzido pelo mesmo são 

facilitados pelo IFN-γ (Heremans et al., 1994).  

 

 

1.5 TAURINA (TAU) E CLORAMINA TAURINA (TAUCL) 

 

A formação do radical ânion superóxido (O2•
–
) é o primeiro 

passo para a ação microbicida de neutrófilos ativados. Por dismutação 

espontânea ou por ação catalítica, via superóxido dismutase (SOD) do 

O2•
–
, peróxido de hidrogênio (H2O2) é gerado. Este último é o co-

substrato da mieloperoxidade neutrofílica (MPO), que catalisa a 

oxidação de O2•
–
 ao potente germicida, ácido hipocloroso (HOCl) 

(Winterbourn et al., 2000; Klebanoff, 1999). O HOCl é um potente 

oxidante produzido por neutrófilos e macrófagos, por meio de reação 

tríplice mieloperoxidase-hidroperóxido-cloro (MPO-H2O2-Cl
-
). É 

altamente reativo com moléculas biológicas, entre elas tióis e aminas. 

Em associação com as aminas, HOCl
- 
forma as cloraminas, cujo o poder 

oxidante é menor que o do HOCl
-
 (Peskin e Winterbourn, 2001). MPO é 

a única enzima que oxida Cl
-
 em HOCl

 
(Gaut et al., 2001).  

 Estes agentes oxidantes são gerados com o propósito de 

eliminar os microrganismos invasores, mas também podem induzir 

danos a tecidos próximos (Evans et al., 1996; Marcinkiewicz et al., 

1999; Babior, 2000). O aminoácido taurina (ácido 2-

aminoetanosulfônico) é o mais abundante aminoácido intracelular em 

humanos, atingindo concentrações de 20-50 mM em leucócitos, 
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possuindo propriedades antimicrobianas e antioxidantes como aumentar 

a habilidade fagocítica de neutrófilos e o burst respiratório, este último 

caracterizado pelo intenso consumo de oxigênio (Egan et al., 2001). 

Diretamente, Tau pode agir como scavenger de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e ou indiretamente prevenindo mudanças na 

permeabilidade de membrana. É importante enfatizar que altos níveis de 

Tau nos fagócitos e o acúmulo deste aminoácido nas lesões 

inflamatórias sugerem um papel na imunidade inata (Schuller-Levis e 

Park, 2004).       

 Neutrófilos estimulados liberam uma grande quantidade de Tau 

que é rapidamente clorada pela reação com HOCl, gerando a Cloramina 

Taurina (TauCl) – também podendo ser chamada de N-clorotaurina 

(NCT) -, mais estável e menos tóxica que o ácido mas ainda com 

potencial oxidativo (Grisham et al., 1984).   

 Cloraminas podem ser produzidas em quantidades substanciais 

por polimorfonucleares (PMNs) ativados, podendo modificar respostas 

celulares (Pero et al., 1996). TauCl é considerada um dos maiores 

produtos cloraminados formados durante processos inflamatórios, sendo 

que as várias cloraminas diferem entre si em permeabilidade de 

membrana e efeitos biológicos (Ogino et al., 2009). As cloraminas são 

formadas por reação não enzimática entre HOCl com muitas aminas 

endógenas como taurina, amônio, lisina, polipetídeos amino-terminais e 

halogênios como o bromo (Br), formando a cloramina bromamina 

(TauBr) (Thomas et al., 1986b).      

 TauCl é conhecida por ter um papel na modulação da resposta 

imune, promovendo o decréscimo na produção de múltiplos mediadores 

proinflamatórios por leucócitos aderentes ou não-aderentes (Schuller-

Levis e Park, 2004; Kontny et al; 2006). Esta substância inibe a 

transcrição intracelular de NOS e a produção de NO e permite com que 

o processo de morte celular seja via apoptose (mais vantajoso) e não via 

necrose em uma variedade de células (Emerson et al., 2005). Tem sido 

demonstrado que TauCl induz apoptose em linfomas de células B 

humanas (Klamt e Shacter, 2005) e em pró-linfomas de célula B através 

de dano mitocondrial (Emerson et al., 2005).    

 Pilz e colaboradores (2012) mostraram que TauCl é capaz de 

induzir apoptose em linhas celulares humanas de osteosarcoma, 

indicando ser um agente promissor na terapia desta doença. Estudos 

conduzidos por Marcinkiewicz e colaboradores (1999), demonstraram 

que no sítio da inflamação, produtos do sistema de clorinação produzido 
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por PMNs, HOCl e TauCl, afetam as funções de CD (células 

dentríticas), apresentadoras de antígenos.     

 Apesar de uma crescente compreensão da biologia associada à 

sepse e ao choque séptico, ainda não há indicadores atuais ou 

diagnósticos que possam antecipar com precisão o desenvolvimento das 

patologias. Para agravar o quadro, os tratamentos são puramente de 

suporte. Como os linfócitos também estão presentes no sítio de 

inflamação onde os mesmos têm contato com neutrófilos e macrófagos, 

pensou-se na hipótese de que TauCl, bem como Tau, pudessem  

influenciar na viabilidade de linfócitos, bem como regular funções de 

secreção de citocinas, fundamentais para complementação do processo 

inflamatório na sepse.    
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

  

O presente trabalho visou investigar o envolvimento de Taurina 

(Tau) e Cloramina Taurina (TauCl) em parâmetros in vitro de 

viabilidade celular e secreção de citocinas de linfócitos sanguíneos e 

esplênicos extraídos de ratos sépticos. 

  

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Padronizar protocolo experimental de extração e cultura de 

linfócitos sanguíneos e esplênicos de ratos submetidos à ligação e 

perfuração cecal após 24 e 120 horas da sepse; 

 Avaliar in vitro a viabilidade celular de linfócitos extraídos de 

ratos submetidos à ligação e perfuração cecal após 24 e 120 horas da 

sepse por meio de ensaio de citotoxicidade utilizando Tau e TauCl em 

diferentes concentrações (0,1 mM à 0,5 mM);  

 Determinar os níves de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-23, 

IL-17A, IL-6, INF-γ) e da citocina anti-inflamatória (IL-10) em 

sobrenadante de cultura celular de linfócitos extraídos de ratos sépticos 

submetidos à ligação e perfuração cecal após 24 e 120 horas da sepse. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi do tipo experimental e executado nas 

dependências desta Instituição nos laboratórios de Fisiopatologia 

Experimental, Microbiologia e Biologia Molecular, dentro das normas 

estabelecidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal) para pesquisas utilizando animais. O projeto foi avaliado pela 

Comissão de Ética antes de sua execução e aprovado sob protocolo 

número 89/2012. Além destas referências, todos os procedimentos 

experimentais envolvendo animais foram baseados nos fundamentos 

constantes no Guia americano para cuidado e uso de animais de 

laboratório do ano de 2011. 

      

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, com peso 

variando entre 350-400 g, maiores que as fêmeas que pesavam entre 

250-300 g, sendo assim possível a coleta de uma quantidade maior de 

material biológico (sangue). Foram utilizados ratos provenientes de lotes 

que apresentaram tamanho uniforme, produzidos em colônias fechadas, 

na tentativa de se obter melhores resultados para esta pesquisa mantendo 

o conforto dos mesmos.       

 Em cada caixa foram armazenados no máximo cinco animais 

com comida e água ad libitum, mantidos em ambiente com temperatura 

entre 18 e 22ºC e umidade relativa entre 55 e 65%, em ciclo de 12 horas 

claro-escuro, sendo as luzes ligadas às 7 horas da manhã, conforme 

rotina de trabalho do Biotério desta Instituição.    

 

3.2 MANEJO E DESTINO DOS ANIMAIS PÓS-

EXPERIMENTAÇÃO 

 

 Durante os experimentos, os animais foram manipulados por 

pessoas qualificadas, garantindo assim o tratamento aos mesmos de 

forma humanitária evitando dores e estresse desnecessários. Ao final 

dos experimentos, os animais foram eutanasiados sob estrita obediência 

às prescrições científicas.  Após a morte dos animais, os mesmos foram 

acondicionados em sacos identificados como “lixo infectante” e levados 

ao freezer de resíduos localizado no Biotério da mesma Instituição. 
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL   

       

 Foram realizados pelo menos cinco experimentos, entre 

padronização da técnica e análises propriamente ditas, sendo utilizados 

140 animais ao todo. Em cada experimento, foi induzido o modelo da 

doença (e controle da mesma) em 28 animais, sendo 16 CLP e 12 Sham, 

subdivididos em grupos de 24 horas e 120 horas de sepse. Este n refere-

se ao número de animais vivos necessários ao estudo, já descontada a 

taxa de mortalidade. O número de animais utilizados foi alto porque o 

rendimento da técnica de extração de linfócitos no sangue é baixo: a 

cada 3 mL de sangue coletado por animal, era obtido 1 mL de 

concentrado celular a ser plaqueado. Cada 1 mL desse concentrado, em 

média, rendeu de 5 a 10 poços.      

 Em todos os experimentos, os materiais biológicos utilizados 

foram sangue e baço. Para cada material, foram utilizadas duas placas de 

96 poços para cultura celular, sendo uma para linfócitos controle e outra 

para linfócitos extraídos de animais com sépticos. Cada placa de 96 

poços (Sham e CLP) foi redividida entre grupo tratado com TauCl nas 

concentrações de 0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 0,4 mM e 0,5 mM; grupo 

tratado apenas com Tau nas concentrações de 0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 

mM; 0,4 mM e 0,5 mM e grupo sem tratamento.   

 
3.4 JUSTIFICATIVA DO MÉTODO E INDUÇÃO DE SEPSE 

ANIMAL   

 

Os ratos descritos acima foram submetidos ao procedimento de 

indução de sepse intra-abdominal severa, usando a técnica de CLP, 

conforme já citada em literatura por vários autores e por Wichterman et 

al. (1980), sendo a técnica mais adequada na indução de sepse. O 

modelo foi selecionado dentre indução de sepse via endotoxemia por 

LPS e Peritonite polimicrobiana por ser um modelo que reproduz muitos 

marcadores clínicos da sepse que ocorrem em humanos (Deitch, 1998). 

 Segundo Cauvi et al. (2012), embora este modelo animal não se 

assemelhe totalmente à sepse humana, há importantes características 

clínicas (tais como a presença de um foco necrótico por meio da ligação 

cecal e a presença de uma fonte de infecção polimicrobiana com o 

extravasamento de bactérias intestinais para o peritônio) que podem ser 

correlacionadas. Tais características assemelham-se muito aos sintomas 

observados em pacientes graves dentro de uma UTI cirúrgica.  
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 Além disso, o critério de escolha da técnica baseou-se em dados 

da literatura que indicam a alta prevalência de ocorrência de sepse 

abdominal, resultado de sepse por CLP, como Vincent e colaboradores 

(2006) apontaram como sendo a segunda causa mais comum de sepse 

em Unidades de Terapia Intensivas Europeias.    

 Os animais foram anestesiados com anestésico cloridrato de 

cetamina (Vetaset, Zoetis
®
) na dose de 80 mg/Kg e com relaxante 

muscular cloridrato de xilazina (Rompum, Bayer Healthcare
®
) na dose 

de 20 mg/Kg de peso por meio de injeção intraperitoneal, sendo 

submetidos à laparotomia com incisão mediana abdominal logo após 

efeito do anestésico. O ceco foi ligado logo abaixo da junção íleo-cecal 

com fio seda não absorvível 3-0, mantendo-se assim a continuidade 

intestinal. O ceco foi perfurado com uma agulha número 14 na sua face 

antimesentérica e foi levemente comprimido até a extrusão de conteúdo 

fecal. Os planos cirúrgicos foram fechados e a recuperação dos ratos foi 

observada por um período de no mínimo duas horas, atentando-se aos 

sinais primários da infecção (Wichterman et al., 1980).   

 O grupo Sham (controle do estudo) foi submetido à 

laparotomia, com manipulação do ceco, mas sem ligação ou perfuração. 

Todos os cuidados foram tomados para que não houvesse contaminação 

cruzada entre os grupos. Tanto o grupo Sham quanto o grupo CLP 

receberam reposição volêmica por meio de administração subcutânea de 

solução salina na concentração de 0,9% (p/v) na dose de 50 mL/kg de 

peso imediatamente, 12 horas e 24 horas após a cirurgia, bem como 

antibiótico Ceftriaxona (EMS
®
) na dose de 25 mg/kg de peso.  

  

   

3.5 ISOLAMENTO DE LINFÓCITOS 

 

3.5.1 Sangue  

        

Após os tempos de 24 e 120 horas de sepse, coletou-se sangue 

dos animais por meio de punção cardíaca, em tubos à vácuo com 

anticoagulante EDTA (ácido etilenodiaminatetracético, Vacuplast
®

). 

Todos os procedimentos foram realizados de forma estéril, em capela de 

fluxo laminar.        

 Segundo metodologia descrita por Borges-Osório e Robinson 

(2002), com adaptações, preparou-se tubos falcon contendo 3 mL de 

Histopaque (Sigma
®
). Paralelamente, à 3 mL de sangue foram 
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adicionados 3 mL de tampão salina fostato (PBS) pH 7,4, misturados e 

vertidos delicadamente sobre o histopaque. Os tubos foram 

centrifugados a 18-20°C, por 30 minutos a 400 RCF. As células 

vermelhas do sangue e os granulócitos formam sedimento no fundo do 

tubo abaixo do Histopaque, e os linfócitos, juntamente com as células 

mononucleares, permanecem na interface do plasma com Histopaque. 

Após a centrifugação, com o auxílio de uma pipeta pasteur, 

removeu-se o anel intermediário formado com transferência do conteúdo 

a um novo tubo falcon. A este anel, adicionou-se 10 mL de PBS e o tubo 

foi centrifugado por 10 minutos a 250 RCF. Este último passado de 

lavagem das células foi repetido por mais duas vezes, até descarte final 

do sobrenadante e concentração do pellet sobrando pouco mais que 100 

µL (este concentrado celular foi utilizado no plaqueamento posterior). 

 

3.5.2 Baço   

        

Logo após a punção cardíaca e coleta do sangue, os baços dos 

animais foram retirados e rapidamente imersos em gelo. Por meio de 

adaptações da técnica descrita por Mishell e Dutton (1967), os baços 

foram gentilmente homogeneizados em meio de cultura RPMI 1640 

(Sigma
®
) e armazenados no gelo por até 5 minutos para assentamento 

das partículas. O sobrenadante límpido foi adicionado a falcons 

contendo histopaque. Os tubos foram centrifugados a 4°C, por 10 

minutos a 1000 rpm. O anel intermediário foi coletado e lavagens do 

pellet com PBS e centrifugações foram realizadas até obtenção do 

concentrado celular final.  

 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO DE CÉLULAS VIÁVEIS 

  

A uma alíquota de 10 μL das suspensões celulares obtida no 

passo acima, foram adicionados 90 μL de PBS e 10 μL de solução 

corante de Azul de trypan (Vetec
®
) à 0,4%. O número de células viáveis 

foi determinado através de contagem em microscópio óptico utilizando 

uma câmara de Neubauer. O corante cora células mortas e o percentual 

de viabilidade, segundo Phillips (1973), foi calculado: % viabilidade = 

nº células viáveis/nº células totais X100. O percentual mínimo de 

viabilidade aceito para os procedimentos foi de 90%.    
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3.7 DIFERENCIAÇÃO CELULAR    

    

A uma alíquota de 10 μL das suspensões celulares, 10 μL do 

corante hematológico Giemsa (Doles
®
) foram adicionados em lâmina de 

esfregaço e a certificação do processo de extração celular foi 

determinada (95% ou mais de predominância de linfócitos). Os 

linfócitos foram identificados como células de núcleo azul violeta e 

grânulos citoplasmáticos azuis (Rodger, 1993).  

 

 

3.8 CULTURA DE CÉLULAS   

  

O concentrado celular (100 µL) foi enriquecido com 20% de 

soro bovino fetal (SBF, Gibco
®
) e antibióticos Penicilina (100UI/mL) e 

Estreptomicina (100µg/mL) (ambos Sigma
®
) adicionados à quantidade 

suficiente para 1000 µL de meio de cultura RPMI 1640. Ao meio 

completo, foi adicionado mitógeno de linfócito Concanavalina-A 

(Sigma
®
), a uma concentração sub-ótima de 2 µg/mL (Fazzino et al., 

2010).    

Para a padronização dos experimentos, as células foram 

distribuídas em placas de cultura de 96 poços a uma densidade de 

0,5x10
6 

células/poço e/ou 1x10
6 

células/poço mantidas em estufa 

incubadora a 37°C, em ambiente de 5% CO2, por 24, 48 ou 72 horas, 

sendo as melhores condições verificadas por meio de testes de 

viabilidade.   

 

 

3.9 PREPARO DE TAURINA E CLORAMINA TAURINA  

   

 Cloraminas são produtos de reação entre ácido hipocloroso 

(HOCl) ou outros agentes de clorinação e aminas primárias e 

secundárias (Thomas et al., 1986a).  

 

3.9.1 Cloramina Taurina  

   
 Uma solução estoque a 5 mM de TauCl foi preparada por meio 

da mistura entre 100 mM de Taurina (Tau, Sigma
®
) e 25 mM de NaOCl 

(hipoclorito de sódio, Sigma
®
) em tampão PBS (pH 7,4), sempre na 

proporção de 4:1, a fim de se evitar a formação de subprodutos. A 
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formação de TauCl foi confirmada pela determinação de absorbância 

característica (ε 252 nm = 429 M
-1

cm
-1

). À partir do valor da densidade 

óptica, a concentração molar da solução foi calculada conforme método 

adaptado de Thomas et al. (1986b).  

Segundo Gottardi e Nagl (2010), o pH da solução preparada foi 

ajustado para 8,0, onde TauCl está presente isoladamente, sem 

subprodutos. Segundo estudos de estabilidade realizados por estes 

autores, em pH próximo ou igual a 7,0, encontrou-se 50% de 

monoclorotaurinas e 50% diclorotaurinas. Diclorotaurinas sofrem 

decomposição rápida em pH 7,0, à 37°C, que levam à redução do 

potencial de oxidação da substância.     

As soluções de TauCl a 1 mM, 2 mM, 3 mM e 4 mM  em 

tampão PBS foram preparadas a partir da solução-mãe. Soluções-reserva 

de TauCl foram acondicionadas em geladeira, onde permanecem 

estáveis por um período de 1 ano (Gottardi e Nagl, 2010). Apesar da 

estabilidade da solução, optou-se por preparar as soluções 

imediatamante antes do uso in vitro.     

       

3.9.2 Taurina    

 
 Para o preparo de solução-mãe de Taurina, adicionou-se à 

mesma em tampão PBS (pH 7,4), para concentração final de 0,5 mM. 

Soluções a 0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 mM foram preparadas a partir solução 

principal.  

 

 

3.10 ENSAIO DE TOXICIDADE COM TAU E TAUCL   

 

Após o tempo de cultura celular de 24, 48 ou 72 horas, o 

conteúdo dos poços foi transferido a eppendorfs estéreis para 

centrifugação a 300 RCF por 10 minutos. Com o intuito de concentrar o 

pellet celular, já que linfócitos são células não aderentes. À este pellet, 

200 µL das soluções de Tau e 20 µL das soluções de TauCl (misturadas 

a mais 180 µL de PBS pH 7,4, totalizando 200 µL) foram adicionados 

no eppendorf para ressuspensão do mesmo e transferidos às placas nos 

seus poços correspondentes. Optou-se por concentrar a solução de 

TauCl e assim adicionando um volume menor ao poço para se evitar 

alterações no pH celular (pH 7,8 poderia ser prejudicial à manutenção da 

mesma no meio). A alguns poços foram adicionados somente PBS, 
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como controle do estudo.        

 As placas foram incubadas por 1 e/ou 4 horas, à 37°C, 5% CO2. 

O tempo foi definido com base em revisões de literatura que utilizam 

tempos entre 1 e 6 horas para os ensaios de toxicidade (Klamt e Shacter, 

2005; Ogino et al., 2009).      

     

     

3.11 VIABILIDADE CELULAR PELO ENSAIO DE REDUÇÃO DO 

MTT     

   

O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme 

protocolo padrão descrito por Mosmann (1983) e adaptado por Silva 

(2004), que usa a respiração celular como um indicador, por meio da 

redução do composto MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide, Sigma

®
) a cristais de formazan, compostos 

insolúveis em água.  

Os sais de tetrazólio atravessam a membrana e entram para a 

célula onde aceitam elétrons a partir de substratos oxidados ou de 

determinadas enzimas. Esta reação converte os sais de MTT de cor 

amarela em cristais de formazan de cor violeta que se acumulam em 

endossomas e são posteriormente transportados para a membrana 

mitocondrial através de um processo de exocitose. Os referidos cristais 

de formazan podem ser posteriormente dissolvidos em um solvente 

orgânico, que permita a sua quantificação por espectrofotometria. 

Uma solução-estoque de MTT em tampão PBS foi preparada a 

uma concentração de 500 µg/mL (Marcinkiewicz et al., 1995). Segundo 

Gottardi e Nagl (2010) e Thomas et al. (1986b), TauCl é altamente 

reativa a outros compostos, o que implica na perda do poder oxidativo. 

Dentre estes compostos estão os grupos tióis, grupos aromáticos, 

aminoácidos e amidas. Avaliando a estrutura química de todos os 

compostos usados nos procedimentos de ensaios de cultura e toxicidade, 

os mesmos apresentam íons passíveis de reatividade com TauCl, 

portanto, não se misturou o agente oxidante em estudo com os demais 

meios e soluções usados previamente e posteriormente ao uso do 

mesmo.  

Após 1 ou 4 horas de incubação das placas com Tau e TauCl, os 

conteúdos dos poços foram retirados e transferidos a eppendorfs estéreis 

para centrifugação a 300 RCF por 10 minutos. O sobrenadante de cada 

eppendorf foi retirado e armazenado a -80°C para posterior 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marcinkiewicz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7499964
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quantificação de citocinas. Cem (100 µL) do MTT diluído foram 

adicionados para ressuspensão do pellet celular. Esta mistura foi 

transferida a cada poço correspondente das placas e as mesmas foram 

incubadas a 37ºC em meio de 5% de CO2 por um período de 3 a 4 horas.

 No final da incubação, 200 µL de DMSO (Dimetilsulfóxido, 

Nuclear
®
) foram adicionados em cada poço da placa para dissolução dos 

cristais, seguido de incubação por 10 minutos a 37ºC, com agitação de 

200 RCF. Ao final do processo, as placas foram lidas em 

espectrofotômetro (SpectraMax M3, Molecular Devices
®
) nas faixas de 

absorbância de 560 nm e 630 nm.   

O percentual de célula viável foi calculado pela subtração dos 

valores de DO (densidade óptica) lidos em 560 nm pelos valores lidos 

em 630 nm. Valores de DOs dos grupos Tau e TauCl foram 

relacionados com os valores de DOs do grupo controle, que é 

considerado como 100%. A relação é representada em percentual, 

indicando a viabilidade celular referente a cada tratamento.  

      

 

3.12 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS   

       
Níveis de citocinas foram mensurados com a utilização de kits 

comerciais (Peprotech
® 

e Life Technologies
®
) por meio dos 

sobrenadantes de cultura celular coletados após o ensaio de 

citotoxicidade com TauCl. Considerando que era de grande interesse 

estudar particularmente o impacto de uma cloramina na viabilidade 

celular, optou-se por utilizar amostras de TauCl, na dose menor 

(0,1mM) e maior (0,5mM).    

Placas de 96 poços (Corning
®
) foram sensibilizadas com 100 

µL de anticorpo monoclonal anti-rato IL-17A, IL-23, IL-10, TNF-α, IL-

6 e IFN-γ (anticorpos de captura) e incubadas overnight (a 4°C). Após 

este período, os poços foram lavados por 3 vezes com tampão de 

lavagem (0,05% Tween 20 (Sigma
®
) em PBS pH 7,2). Posteriormente 

as placas foram bloqueadas com 200 µL de solução de bloqueio (1% de 

BSA (albumina sérica bovina, Sigma
®

) em PBS pH 7,2 e incubadas por 

4 horas em temperatura ambiente, a fim de evitar ligações inespecíficas. 

Após o término da incubação, os poços foram novamente lavados 

conforme anteriormente descritos.     

 Após as lavagens, 100 µL de amostras e/ou padrões diluídos 

previamente em solução padrão de diluição (0,05% de Tween 20; 0,1% 
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de BSA em PBS pH 7,2) foram adicionados aos poços. As placas foram 

cobertas e novamente incubadas overnight (a 4°C). Após este período, 

os poços foram lavados e adicionados 100 µL dos anticorpos de 

detecção anti-rato biotinilados IL-17A, IL-23, IL-10, TNF-α, IL-6 e 

IFN-γ, previamente diluídos em solução padrão de diluição. As placas 

foram incubadas  por 2 horas em temperatura ambiente. Os poços foram 

lavados e após o processo de lavagem, 100 µL do polímero 

esptreptavidina peroxidase (1:250, Sigma
®
) foram adicionados aos 

poços, sendo as placas cobertas por papel alumínio e incubadas por 30 

minutos a temperatura ambiente.      

 Após a incubação, os poços foram lavados por 5 vezes com o 

tampão de lavagem e 100 µL da solução substrato TMB (3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidina, Sigma

®
) foram adicionados, seguido de incubação 

por mais 30 minutos em temperatura ambiente, evitando contato direto 

com a luz. A reação foi interrompida com a adição de 50 µL de solução 

de ácido clorídrico 2N (HCl, Vetec
®
) sobre os poços, reação esta 

caracterizada por mudança de coloração azulada para amarelada 

Imediatamente após, as placas foram lidas em espectrofotômetro 

utilizando filtro de 450 nm.  

 

 

3.13 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para as análises de viabilidade celular (ensaio de MTT), os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão e o p<0.05 foi 

considerado significativo, submetidos à análise de ANOVA 

multifatorial (relacionando variável categórica (grupo) e variáveis 

quantitativas (tratamento versus dose versus tempo), para baço e 

sangue).   

Os dados de quantificação de citocinas foram submetidos ao 

teste de ANOVA de duas vias, seguido de post hoc Tukey, para a 

múltipla comparação entre as médias dos grupos avaliados, sendo valor 

de p<0,05 considerado significativo. Os softwares utilizados foram IBM 

SPSS Statistics 20 e GraphPad Prism 5.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA 

 

Quatro parâmetros foram avaliados nos testes de padronização. 

Os ensaios piloto realizados anteriormente aos procedimentos a que se 

chegaram os resultados finais tiveram como objetivo definir o melhor 

tempo de cultura para os linfócitos de sangue e de baço que foi o de 24 

horas de incubação para ambos. Comparados aos testes com incubação 

de 48 horas e 72 horas das placas, os linfócitos de ratos sépticos, por 

estarem muito sensibilizados em decorrência do intenso processo 

inflamatório causado pela indução do modelo de CLP, tiveram 

viabilidade diminuída nestes 2 tempos (ensaio de MTT, dados não 

mostrados). Optou-se por 24 horas, pelo fato de se ter o cuidado de não 

inferir resultados na diminuição da viabilidade celular que não fosse 

somente pelo tratamento dos agentes estudados (Tau e TauCl).  

 O esgotamento de nutrientes do meio de cultura, bem como 

alterações do seu pH são itens críticos para a manutenção da viabilidade 

celular, podendo ser estes um dos motivos da diminuição da mesma nos 

tempos de 48 e 72 horas de incubação. Duas concentrações celulares de 

linfócitos foram testadas: 0,5x10
6 

células/mL e 1x10
6
 células/mL, 

baseadas em dados da literatura (Park et al., 2002). Optou-se pela 

escolha da segunda concentração celular para que o nível de citocinas 

secretadas no sobrenadante coletado fosse o suficientemente adequado 

para ser dosado pelos kits.   

Quanto ao tempo do ensaio de citotoxicidade, optou-se por 1 

hora como o mais adequado. Com o tempo de 4 horas, verificou-se que 

as células, por estarem em solução de Tau e TauCl diluídas em PBS, 

poderiam ter a sua viabilidade muito diminuída,  influenciando assim 

nos resultados (dados não mostrados). Meio de cultura completo não foi 

utilizado no ensaio devido à alta capacidade reativa de TauCl frente à 

vários compostos, o que diminuiria seu poder oxidativo. Citam-se 

alguns destes compostos segundo Gottardi e Nagl (2010): grupos tióis, 

compostos aromáticos, aminoácidos, algumas amidas e álcoois. Ogino e 

colaboradores (2009), demonstraram em trabalho realizado com células 

Jurkat e tratamento com TauCl que a mesma possui um tempo de meia 

vida relativamente curto, de 75 minutos.  Subprodutos de TauCl como 

as diclorotaurinas, formadas em solução de pH abaixo de 8,0 (Gottardi e 

Nagl, 2010) possuem um tempo de meia vida de 6 minutos (Ogino et al., 



37 

 

2009). Diante disto, tomou-se o cuidado de preparar as soluções de 

estudo em pH adequado, como relatado na literatura. Por fim, o último 

parâmetro avaliado foi o tempo de ensaio com MTT. Optou-se pelo 

tempo de 3 horas, tempo suficiente para as células viáveis 

metabolizarem o composto a cristais de formazan, visíveis a olho nu.  

 

4.2 VIABILIDADE CELULAR 

 

 Os dados tratados nas análises estatísticas referem-se ao 

percentual de viabilidade do grupo CLP em relação ao grupo Sham, já 

descontado o controle total (100%). Na Figura 1, é possível notar que a 

viabilidade de células sanguíneas no tempo de sepse de 24 horas foi 

menor no grupo CLP do que no grupo Sham, tanto no tratamento com 

Tau (exceto pelas concentrações de 0,1 mM e 0,4 mM) quanto no 

tratamento com TauCl (exceto pelas concentrações de 0,1 mM, 0,3 mM 

e 0,4 mM). Comparando o grupo CLP com o grupo Sham, no tratamento 

com Tau obteve-se diferença significativa em 3 doses: 0,2 mM 

(p=0,006), 0,3 mM (p=0,028) e 0,5mM (p=0,0001). Já com TauCl, 

obteve-se diferença significativa em duas delas: 0,2 mM (p=0,029) e 0,5 

mM (p=0,029). Comparando a viabilidade dos dois tratamentos na dose 

máxima, tem-se 30,42% de viabilidade com Tau contra 22,20% .  

 

 
Figura 1 – Viabilidade celular de linfócitos sanguíneos tratados in vitro com 

Tau e TauCl em diferentes concentrações molares (0,1mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 

0,4 mM e 0,5 mM). Animais foram submetidos a Sham e CLP e sangue 

coletado por punção cardíaca 24 horas após a indução. Valores expressos como 

média ± desvio padrão (n=5 por grupo). * diferente de Sham (Tau); # diferente 

de Sham (TauCl), todos com valor de p<0,05. Linha pontilhada refere-se ao 

controle (100%).  
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Já na Figura 2, que mostra a viabilidade celular no tempo de 

sepse de 120 horas, células sanguíneas do grupo CLP apresentaram 

viabilidade menor do que células do grupo Sham. Comparando o grupo 

CLP com o grupo Sham, no tratamento com Tau obteve-se diferença 

significativa em 2 doses: 0,1 mM (p=0,019) e 0,5mM (p=0,002). Com 

TauCl, obteve-se diferença significativa em quatro delas: 0,2 mM 

(p=0,028), 0,3 mM (p=0,012), 0,4 mM (p=0,001) e 0,5 mM (p=0,0001). 

No grupo CLP exposto à TauCl, percebe-se um comportamento bastante 

linear, mostrando que a sensibilidade da célula frente ao agente é 

proporcional ao aumento da concentração do mesmo. Comparando a 

viabilidade dos dois tratamentos na dose máxima, tem-se 38,25% de 

viabilidade com Tau contra 23,49% de viabilidade com TauCl, 

mostrando a sensibilidade celular de um linfócito séptico superior com a 

cloramina, mais evidente no tempo de 120 horas de sepse.     

 

 
 

Figura 2 – Viabilidade celular de linfócitos sanguíneos tratados in vitro com 

Tau e TauCl em diferentes concentrações molares (0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 

0,4 mM e 0,5 mM). Animais foram submetidos a Sham e CLP e sangue 

coletado por punção cardíaca 120 horas após a indução. Valores expressos 

como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). * diferente de Sham (Tau); # 

diferente de Sham (TauCl), todos com valor de p<0,05. Linha pontilhada refere-

se ao controle (100%). 

 

Na Figura 3, é possível notar que a viabilidade de células 

esplênicas no tempo de sepse de 24 horas foi menor no grupo CLP do 

que no grupo Sham com maior destaque para o grupo tratado com 

TauCl (exceto pela concentração mais baixa). Já no tratamento com Tau, 

isso não aconteceu, exceto na dose de 0,5 mM, cuja diferença foi 

significativa (p=0,002). Comparativamente às células sanguíneas, uma 
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dose maior de Tau foi necessária para a diminuição da viabilidade 

celular no baço.        

 Já com TauCl, obteve-se diferença significativa na dose de 0,4 

mM (p=0,037), sendo assim, células do grupo CLP mostraram-se mais 

sensíveis do que as células Sham. Em comparação às células sanguíneas 

no mesmo tempo de 24 horas de sepse, linfócitos de ratos sépicos (tanto 

os tratados com Tau quanto os tratados com TauCl), mostraram-se mais 

sensíveis no sangue do que no baço. Comparando a viabilidade dos dois 

tratamentos na dose máxima, tem-se 30,46% de viabilidade com Tau 

contra 29,45% de viabilidade com TauCl, mostrando que o 

comportamento de um linfócito esplênico frente aos dois agentes é 

bastante semelhante.  

 

 
 

Figura 3 – Viabilidade celular de linfócitos esplênicos tratados in vitro com 

Tau e TauCl em diferentes concentrações molares (0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 

0,4 mM e 0,5 mM). Animais foram submetidos a Sham e CLP e baço coletado 

24 horas após a indução. Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 

por grupo). * diferente de Sham (Tau); # diferente de Sham (TauCl), todos com 

valor de p<0,05. Linha pontilhada refere-se ao controle (100%). 

 

Já na Figura 4, é possível observar uma diminuição na 

viabilidade celular no tempo de sepse de 120 horas, tanto quando 

tratados com Tau quando tratados com TauCl. Comparando o grupo 

CLP com o grupo Sham, no tratamento com Tau obteve-se diferença 

significativa apenas da dose de 0,3 mM (p=0,010). Com TauCl, obteve-

se diferença em três delas: 0,2 mM (p=0,001), 0,3 mM (p=0,047) e 0,4 

mM (p=0,048). Comparativamente ao tempo de 24 horas, a viabilidade 

de linfócitos esplênicos, de um modo geral, foi menor no tempo de 120 
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horas, principalmente os tratados com TauCl, que apresentaram este 

comportamento em todas as doses.    

 Confrontando a viabilidade dos dois tratamentos na dose 

máxima, tem-se 35,28% de viabilidade com Tau contra 26,85% de 

viabilidade com TauCl, mostrando a sensibilidade celular de um 

linfócito séptico esplênico superior com a cloramina, mais evidente no 

tempo de 120 horas de sepse, fato este que não aconteceu em 24 horas. 

Quando se compara baço e sangue no mesmo tempo de 120 horas, de 

um modo geral, as células apresentaram viabilidade menor no baço.  

 

 
 
Figura 4 – Viabilidade celular de linfócitos esplênicos tratados in vitro com 

Tau e TauCl em diferentes concentrações molares (0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 

0,4 mM e 0,5 mM). Animais foram submetidos a Sham e CLP e baço coletado 

120 horas após a indução. Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 

por grupo). * diferente de Sham (Tau); # diferente de Sham (TauCl), todos com 

valor de p<0,05. Linha pontilhada refere-se ao controle (100%). 

 

 

4.3 PERFIS DE CITOCINAS 

 

 Para as análises de quantificação de citocinas, em todas elas, 

optou-se por restringir as comparações somente entre as culturas de 

linfócitos de sangue e baço, em ambos os tempos (24 e 120 horas), 
incubadas com TauCl nas doses menor (0,1 mM) e maior (0,5 mM) e 

não incubadas (grupo controle). Não foi investigado o efeito de Tau, 

visto que na literatura já é bastante descrito que Tau não é capaz de 

influenciar a produção destes mediadores (Olszanecki e Marcinkiewicz, 

2004; Marcinkiewicz et al., 2005).  
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 Seis citocinas foram avaliadas: as secretadas por linfócitos TH17 

(IL-17A e IL-23), as secretadas por linfócitos TH1 (INF-γ e TNF-α) e as 

secretadas por linfócitos TH2 (IL-6 e IL-10). Optou-se por estudar pelo 

menos duas citocinas de cada subpopulação de linfócito, na tentativa de 

se estabelecer um mecanismo entre a ação oxidativa da cloramina e o 

fenótipo de linfócito mais afetado.  

 Na figura 5A (grupo controle), não houve diferença 

significativa entre a secreção dos grupos CLP e Sham. Já em 120 horas, 

linfócitos de ratos sépticos (grupo controle) tem a tendência de secretar 

menos IL-17A quando comparado ao Sham, fase anti-inflamatória. 

Células sépticas incubadas com TauCl apresentaram secreção diminuída 

da interleucina quando comparadas ao grupo Sham correspondente, em 

um perfil dose-dependente.      

 Na figura 5B, linfócitos esplênicos sépticos não tratados em 24 

horas apresentaram um pico de secreção significativo em relação ao 

Sham, o que era esperado; já a redução na secreção, aguardada em 120 

horas não aconteceu. De modo semelhante ao sangue, a viabilidade 

frente ao tratamento com a cloramina foi dose-dependente.  

 

           
 
Figura 5 – Níveis de IL-17A pg/mL/células sanguíneas (A) e de IL-17A 

pg/mL/células esplênicas (B) em sobrenadante de cultura celular estimulada 

com Concanavalina-A e TauCl nas concentrações molares de 0,1mM e 0,5mM. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). *diferente de 

Sham Controle 24 horas; # diferente de CLP Controle 24 horas; & diferente de 

Sham Controle 120 horas; $ diferente de CLP Controle 120 horas; todos com 

valor de p<0,05.  

 

 

IL-23, uma citocina pró-inflamatória secretada por linfócitos 

TH17, também apresentou sua secreção alterada pelo efeito de TauCl, 

quando comparada às células que não receberam tratamento, de 

mandeira dose-dependente. Células sépticas controle (Figura 6A) 
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apresentaram maior secreção da interleucina em 24 horas do que 120 

horas (Figura 6B) quando comparadas às células do grupo Sham.  

         
 

Figura 6 – Níveis de IL-23 pg/mL/células sanguíneas (A) e de IL-23 

pg/mL/células esplênicas (B) em sobrenadante de cultura celular estimulada 

com Concanavalina-A e TauCl nas concentrações molares de 0,1mM e 0,5mM. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). *diferente de 

Sham Controle 24 horas; # diferente de CLP Controle 24 horas; & diferente de 

Sham Controle 120 horas; $ diferente de CLP Controle 120 horas; todos com 

valor de p<0,05.  

  

As citocinas de linfócito s TH1 avaliadas apresentaram um perfil 

de secreção bastante semelhante ao perfil de secreção de citocinas de 

linfócitos TH17. Tanto IFN-γ (Figura 7A e B) quanto TNF-α (Figura 8A 

e B), também apresentaram secreção diminuída por linfócitos de ratos 

sépticos em relação aos linfócitos do grupo Sham quando tratados com 

TauCl, de maneira dose-dependente. A figura 7B mostra, em 24 horas, 

que linfócitos esplênicos de ratos sépticos apresentaram secreção 

reduzida de IFN-γ e de modo significativo.   

 

                  
 
Figura 7 – Níveis de IFN-γ pg/mL/células sanguíneas (A) e de IFN-γ 

pg/mL/células esplênicas (B) em sobrenadante de cultura celular estimulada 

com Concanavalina-A e TauCl nas concentrações molares de 0,1mM e 0,5mM. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). *diferente de 

Sham Controle 24 horas; # diferente de CLP Controle 24 horas; & diferente de 

Sham Controle 120 horas; $ diferente de CLP Controle 120 horas; todos com 

valor de p<0,05.  
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Como esperado (Figura 8A), linfócitos de ratos sépticos não 

tratados apresentaram um pico significativo de secreção de TNF-α em 

24 horas quando comparados aos linfócitos do grupo Sham, 

evidenciando o papel desta interleucina na fase inflamatória da doença. 

Diferentemente, linfócitos esplênicos sépticos (Figura 8B), secretaram 

menores níveis da citocina tanto em 24 horas quanto em 120 horas, sem 

diferença estatística.  

 

               
 
Figura 8 – Níveis de TNF-α pg/mL/células sanguíneas (A) e de TNF-α 

pg/mL/células esplênicas (B) em sobrenadante de cultura celular estimulada 

com Concanavalina-A e TauCl nas concentrações molares de 0,1mM e 0,5mM. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). *diferente de 

Sham Controle 24 horas; # diferente de CLP Controle 24 horas; & diferente de 

Sham Controle 120 horas; $ diferente de CLP Controle 120 horas; todos com 

valor de p<0,05.  

   

   

                 
 
 

Figura 9 – Níveis de IL-6 pg/mL/células sanguíneas (A) e de IL-6 

pg/mL/células esplênicas (B) em sobrenadante de cultura celular estimulada 

com Concanavalina-A e TauCl nas concentrações molares de 0,1mM e 0,5mM. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). *diferente de 

Sham Controle 24 horas; # diferente de CLP Controle 24 horas; & diferente de 

Sham Controle 120 horas; $ diferente de CLP Controle 120 horas; todos com 

valor de p<0,05.  
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A resposta de linfócitos TH2 frente ao agente TauCl foi avaliada 

por meio da determinação dos níveis de IL-6 e IL-10. Assim como TNF-

α, IL-6 já é bastante descrita na literatura por ser fundamental no 

processo séptico, principalmente quando se observa na Figura 9A 

secreção aumentada em relação à Sham em 24 horas. De um modo 

geral, TauCl, de maneira dose-dependente age na função linfocitária por 

meio de decréscimo nos níveis deste mediador.   

 Por fim, avaliaram-se os níveis de IL-10, importante mediador 

anti-inflamatório envolvido na regulação do quadro de exacerbação 

inflamatória inicial da sepse. Observando a Figura 10A, IL-10 

apresentou uma pequena tendência em 120 horas no grupo não tratado 

(não significativo), período este conhecido notadamente por ser fase 

anti-inflamatória. Intrigantemente, o mesmo não aconteceu com baço 

(Figura 10B), porém, de um modo geral, TauCl reduziu a secreção desta 

interleucina, de modo dose-dependente.  

  

 

                  
 

Figura 10 – Níveis de IL-10 pg/mL/células sanguíneas (A) e de IL-10 

pg/mL/células esplênicas (B) em sobrenadante de cultura celular estimulada 

com Concanavalina-A e TauCl nas concentrações molares de 0,1mM e 0,5mM. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 por grupo). *diferente de 

Sham Controle 24 horas; # diferente de CLP Controle 24 horas; & diferente de 

Sham Controle 120 horas; $ diferente de CLP Controle 120 horas; todos com 

valor de p<0,05.  
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Resumidamente, tem-se: 

 
Tabela 1 – Quadro resumido e comparativo de Viabilidade celular de linfócitos 

tratados com Tau (taurina) e/ou TauCl (cloramina taurina). ↓ viabilidade menor 

de linfócitos CLP do que linfócitos Sham; ↑ viabilidade maior de linfócitos CLP 

do que linfócitos Sham; = viabilidade igual entre CLP e Sham.  

 

 

Viabilidade Celular  Tratamentos 

Baço 24 horas 
0,1 

mM 

0,2 

mM 

0,3 

mM 

0,4 

mM 
0,5 mM 

Tau = = = = ↓ 

TauCl = = = ↓ = 

Baço 120 horas      

Tau = = ↓ = = 

TauCl = ↓ ↓ ↓ = 

Sangue 24 horas  

Tau = ↓ ↓ = ↓ 

TauCl = ↓ = = ↓ 

Sangue 120 horas  

Tau ↓ = = = ↓ 

TauCl = ↓ ↓ ↓ ↓ 

 

 

 
Tabela 2 – Quadro resumido e comparativo de secreção de citocinas por 

linfócitos não tratados e tratados com TauCl nas concentrações molares de 0,1 

mM e 0,5 mM. ↓ secreção menor por linfócitos CLP do que por linfócitos Sham 

avaliados no mesmo tempo; ↑ secreção maior por linfócitos CLP do que por 

linfócitos Sham avaliados no mesmo tempo; = secreção igual entre CLP e 

Sham.  



46 

 

TNF-α Sangue 

(TH1) 
 Controle 0,1 mM 0,5 mM  

24 horas  ↑ ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

TNF-α Baço      

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IFN-γ Sangue 

(TH1) 
 

24 horas  = ↓ ↓  

   120 horas  = ↓ ↓  

IFN-γ Baço  

24 horas  ↓ ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IL-6 Sangue (TH2)  

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IL-6 Baço  

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IL-10 Sangue 

(TH2) 
 

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IL-10 Baço  

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IL-17A Sangue 

(TH17) 
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24 horas = ↓ ↓ 

120 horas  = ↓ ↓  

IL-17A Baço  

24 horas  ↑ ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  

IL-23 Sangue 

(TH17) 
 

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  ↑ ↓ ↓  

IL-23 Baço  

24 horas  = ↓ ↓  

120 horas  = ↓ ↓  
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5 DISCUSSÃO  

 

Com a liberação de um grande conteúdo de proteínas 

“agressoras” e a geração de metabólitos reativos, PMNs contribuem para 

a defesa do hospedeiro frente a patógenos, para a regulação do processo 

inflamatório e lesão tecidual, sendo a MPO uma destas principais 

proteínas (Klebanoff, 2005). Apesar de os PMNs estarem, sobretudo 

mais relacionados à imunidade inata devido à habilidade de os mesmos 

em fagocitar bactérias, eles também podem estar co-localizados com 

células T nos sítios de infecções persistentes, inflamações crônicas ou 

tumores. Há muitas evidências de mútuas interações entre neutrófilos e 

células T (Müller et al., 2009).      

 PMNs contribuem para o recrutamento  e ativação celular, 

apresentação de antígenos e supressão de funções de células T (Wong e 

Pamer, 2003; Wagner et al., 2008). A formação de TauCl dentro de 

PMNs é possível após a permeabilização mediada por EROs de grânulos 

azurófilos para o citosol, podendo ocorrer durante a apoptose celular 

induzida por bactérias (Blomgran et al., 2007; Kanayama e Miyamoto, 

2010). Durante a ativação de PMNs, uma parte substancial de MPO 

pode ser liberada para o meio extracelular e esta externalização da 

enzima é capaz de promover ligação a diferentes alvos, podendo afetar 

estes alvos com seus produtos de reação (Arnhold e Flemmig, 2010).  

Diante disto, como os linfócitos também estão presentes no 

sítio de inflamação da sepse onde os mesmos têm contato com 

neutrófilos e macrófagos, pensou-se na hipótese de que TauCl, bem 

como Tau, pudessem influenciar na viabilidade deste tipo celular, bem 

como regular funções de secreção de citocinas, fundamentais para 

complementação do processo inflamatório.  

Em linfomas de células B, TauCl é conhecida por induzir 

apoptose em altas concentrações exógenas, de 500 µM (Klamt e 

Shacter, 2005) e possuir baixa habilidade em penetrar membranas 

biológicas, por ser uma molécula hidrofílica (Grisham et al., 1984). 

Todavia, a desestabilização dos grânulos azurofílicos nos PMNs 

propicia condições para a geração intracelular deste oxidante 

(Kanayama e Miyamoto, 2010).    

Nos resultados do presente trabalho em que se verificou a 

viabilidade celular de linfócitos sanguíneos e esplênicos frente à 

sensibilização com Tau e TauCl, pôde-se observar que ambos os agentes 

são capazes de sensibilizar as células sépticas em relação às células 
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controle (Sham). Taurina é descrita na literatura como sendo protetora 

(Schuller-Levis e Park, 2004). Porém, assim como em trabalho realizado 

por Erdamar e colaboradores (2007) que demonstrou que níveis de Tau 

estavam reduzidos após indução de endotoxemia em PMNs, os 

resultados deste presente estudo mostram que Tau não foi capaz de 

proteger células sépticas da viabilidade reduzida (em algumas doses), 

corroborando também com estudos de Gaut et al. (2002).   

 Muitos estudos demonstraram que Tau exógena possui 

propriedades anti-inflamatórias expressivas em vários modelos de 

inflamação in vivo e in vitro (Marcinkiewicz et al., 1999; Egan et al., 

2001). Efeitos in vitro podem diferir dos efeitos in vivo, dependendo da 

dose (Erdamar et al., 2007). Além disso, Tau é utilizada apenas por 

células que contenham enzimas peroxidases, não sendo o caso de 

linfócitos, acreditando-se assim na influência deste fato na ausência de 

achado de um efeito protetor de Tau neste presente trabalho.  

 A homeostase intracelular de Tau aparenta ser mantida via ação 

de um transportador específico expresso na membrana plasmática de 

células (Rozen et al., 1979). Previamente, foi relatada que a capacidade 

de transporte de Tau é inversamente proporcional à sua administração 

(Tappaz, 2004), semelhante ao demonstrado por Tomi e colaboradores 

(2007), em que os níveis celulares de Tau decresceram após pré-

tratamento com excesso do aminoácido sob condições hipertônicas. 

Recentemente, Koo et al. (2012) relataram em um estudo que o 

transportador de Tau sofre um comprometimento funcional por ativação 

de NO através da ação específica de íon superóxido. Isto suporta a ideia 

de que o processo de estresse oxidativo, exaustivamente relatado na 

literatura como componente da fisiopatologia da sepse, pode 

comprometer a ação protetora intracelular de Tau, aqui demonstrada 

pela mesma não ter sido capaz de aumentar a viabilidade celular quando 

comparada ao tratamento nas mesmas condições experimentais com 

TauCl, como era esperado.     

Há uma série de evidências indicando o potencial oxidativo 

deste agente: em estudo de Klamt e Shacter (2005), células de linfoma 

de Burkitt foram expostas a TauCl por 6 horas, resultando em 50-60% 

de morte celular por apoptose. Outros resultados deste mesmo trabalho 

sugerem que a apoptose induzida pela cloramina é dependente de uma 

taxa de oxidação intracelular ativada por uma via de morte celular 

mitocondrial. Estudo conduzido por Emerson et al. (2005) mostrou que 

TauCl induz apoptose em células B por meio de caspase-9 e Bax. TauCl 
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é capaz de inibir a osteoclastogênese e a proliferação de linfócitos 

esplênicos em modelo animal de artrite induzida por colágeno, também 

de maneira dose-dependente, além de inibir a produção de mediadores 

pró-inflamatórios (Wang et al., 2011). Apesar de ser componente do 

sistema imune inato, TauCl exerce forte atividade microbicida mas em 

excesso produz dano tecidual (Thomas et al., 1995; Henderson et al., 

2001).  

No presente estudo, TauCl diminuiu a viabilidade de linfócitos 

de ratos sépticos, tanto de fonte sanguínea quanto de baço e de uma 

maneira dose-dependente (ficando isso bem claro no tempo de 120 

horas). De um modo geral, relacionando todas as concentrações em 

tempos iguais, em 24 horas linfócitos esplênicos mostraram-se mais 

viáveis quando comparados aos sanguíneos; já em 120 horas, linfócitos 

esplênicos mostraram-se menos viáveis. Uma hipótese para a explicação 

do que aconteceu aos linfócitos esplênicos no tempo de 24 horas é o de 

envolvimento de vias colinérgicas no reestabelecimento da proteção 

esplênica, por meio de ação imunoprotetora de agonistas desta via (Peña 

et al., 2011).  

A estimulação do nervo vago pode prevenir a inflamação 

sistêmica e proteger contra a sepse experimental (Borovikova et al., 

2000; Tracey, 2010). O potencial anti-inflamatório do nervo vago é 

mediado por receptor nicotínico alfa-7 de acetilcolina, cujos agonistas 

incluem acetilcolina, nicotina ou colina, que inibem a produção de 

citocinas em esplenócitos via NF-κB (Wang et al., 2004).   

 O baço está envolvido na regulação do volume de fluidos, 

resposta imune e hematopoiese e exibiu, em estudo conduzido por 

Semaeva e colaboradores (2010), uma microvasculatura permeável após 

a exposição ao LPS. Tem sido demonstrado que a linfa de ratos possui 

uma concentração proteica um pouco mais baixa que o plasma 

sanguíneo (Kaufman e Deng, 1993), suportando a ideia que vasos 

sanguíneos esplênicos são descontínuos e não seletivos às 

macromoléculas (Mebius e Kraal, 2005). O baço possui um papel na 

imunidade inata, assim como na adaptativa (Carsetti et al., 2004), ligado 

à células dendríticas que amadurecem e se diferenciam no 

microambiente esplênico (Tang et al., 2006; Tan e O’Neill, 2007).  

Semaeva et al. (2010) postularam que seria possível desvendar 

mecanismos de sinalização intracelular que ocorrem no fluido que 

circula pelas células linfoides por meio de estudo da secreção de 

citocinas e quimiocinas na linfa e chegaram à conclusão de que é 
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significativo o efluxo de linfócitos na linfa e que o baço produz 

quantidades significativas de agente pró e anti-inflamatórios que são 

secretados em geral na circulação durante uma inflamação induzida por 

LPS, o que mostra a importância deste órgão na reação do sistema 

imune.   

Para explicar a viabilidade menor no baço do que no sangue em 

120 horas, a hipótese apresentada por Wherry (2011) em que as células 

T sofrem exaustão, mecanismo este mediados por citocinas 

imunoregulatórias solúveis como IL-10, proteínas de morte celular 

programada como PD-1 e células T regulatórias (TREG) pode ser 

adequada. Concomitante a isso, também ocorre o decréscimo da 

expressão de receptor para IL-7, importante citocina que promove 

viabilidade, tráfico e funcionalidade às células T, auxiliando na 

sobrevida na sepse (Unsinger et al., 2010). Mecanismos supressivos 

agem mais em baço que sangue (Schwandt et al., 2012). Cohen (2002), 

Hotchkiss e Karl (2003) e Hotchkiss et al. (2009) afirmam que o baço é 

um órgão fundamentalmente afetado durante a sepse bacteriana.  

 Estudos recentes têm sugerido que uma série de subpopulações 

linfocitárias como células T CD4
+
CD25

+
 regulatórias, NK e CD8

+
 

podem ter a habilidade de suprimir ativamente a resposta imune 

adaptativa e também pode ser um importante componente da disfunção 

imune no quadro séptico (Sonoda et al., 1999; Zedler et al., 1999; 

Shevach, 2002). O aumento na percentagem de células TREG pode 

exercer um papel na resposta proliferativa diminuída em pacientes após 

choque séptico (Venet et al., 2009). Células TREG têm demonstrado ser 

capazes de manter a tolerância imune periférica por meio de 

mecanismos para controlar a imunidade mediada por células e prevenir 

o desenvolvimento de dano tecidual induzido por excessiva resposta 

imune (Xu et al., 2008). Mecanismos estes como produção de IL-10 e 

fator de crescimento transformador β (TGF- β) (Weiner, 2001; Levings 

e Roncarolo, 2005); além disso, células TREG podem suprimir a 

proliferação e função de células dendríticas e células B, atuando no 

controle de ambas as respostas inata e adaptativa (Jonuleit et al., 2001).  

Villa e colaboradores (2002) mostraram previamente em seu 

estudo um decréscimo relevante nos níveis de defesas antioxidante 

como a glutationa (GSH) no quadro séptico, o que poderia suportar a 

ideia de que a viabilidade celular alterada na sepse é mediada por vários 

mecanismos.  
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Tipicamente, funções são perdidas, notadamente a habilidade 

em produzir TNF-α ou IFN-γ, além de beta-quimiocinas ou a capacidade 

de degranulação (Moskophidis et al., 1993). Em uma resposta de célula 

T frente a uma infecção, algumas se tornam terminalmente diferenciadas 

e perdem a capacidade proliferativa (Wherry, 2011).   

Os linfócitos de pacientes no estágio de imunoparalisia da 

sepse, quando estimulados in vitro com LPS, expressam uma quantidade 

menor de citocinas pró-inflamatórias do que os linfócitos de indivíduos 

saudáveis (Russel, 2006), o que, de maneira geral, pôde-se observar nas 

citocinas aqui avaliadas. Além disso, Muenzer e colaboradores (2010), 

afirmaram que o estágio de imunoparalisia inicia aos 4 dias, seguido de 

uma reconstituição parcial do sistema imune após 7 dias de indução de 

sepse por CLP, o que corrobora com o presente estudo que indica que o 

tempo de 120 horas (equivalente a 5 dias) ainda é crítico na manutenção 

da viabilidade celular, por este tempo estar compreendido na fase 

imunoresponsiva.      

TauCl, assim como TauBr, possuem um papel na regulação da 

inflamação (Gaut et al., 2001; Olszanecki e Marcinkiewicz, 2004; 

Marcinkiewicz et al., 2005; Tokunaga et al., 2007). Tanto Tau quanto as 

holoaminas, exercem propriedades anti-inflamatórias por supressão de 

mediadores como NO, prostaglandinas, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-12 e 

quimiocinas, tanto em leucócitos humanos como de roedores (Park et 

al., 1997; Kontny et al., 2007). Chorazy e colaboradores (2002) também 

demonstraram que TauCl modula a produção de citocinas por células 

mononucleares periféricas sanguíneas humanas e que Tau não 

demonstrou possuir o mesmo efeito. Kim et al. (1996) também relatou 

que Tau não possui o mesmo efeito inibitório de TauCl.  

 TauCl suprimiu significativamente a proliferação de linfócitos e 

inibiu a produção de IL-6, IL-8 e IL-12 em leucócitos não-aderentes 

ativados com fitohemaglutinina (PHA); já em leucócitos aderentes 

ativados com LPS, foi possível de observar que houve decréscimo na 

produção de IL-1β, IL-6 e IL-8, demonstrando assim a habilidade de 

TauCl em modular a resposta imune (Park et al., 2002). Barua e 

colaboradores (2001) demonstraram em macrófagos alveolares de ratos 

que TauCl inibiu a produção de NO e TNF-α e a expressão de iNOs, 

mecanismos estes que, em parte, envolvem a inibição da ativação de 

NF-κB.     

A estimulação provocada pelo LPS resulta em secreção linfática 

específica de IL-6 que foi refletida nos níveis séricos sistêmicos, 
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enquanto que os níveis de IL-6 séricos foram fortemente atenuados em 

animais que sofreram esplenectomia (Semaeva et al., 2010). 

Comparativamente aos resultados deste estudo, os níveis de IL-6 no 

sangue no grupo sepse foram menores que os detectados no baço, 

principalmente quando as células foram incubadas com TauCl na maior 

dose. Isto poderia ser explicado, pelo menos em parte, pelo baço possuir 

um fluxo sanguíneo bastante alto (Kaufman e Deng, 1993; Chen e 

Kaufman, 1996) e o nível de citocinas detectado ser maior.  

 TNF-α e IL-1β, citocinas proximais, aparentam mediar a 

maioria dos distúrbios fisiológicos que ocorrem na sepse. Já IL-6 e IL-8, 

intensificam e perpetuam a resposta inflamatória e podem ter um papel 

no reparo tecidual. IL-6 é um mediador pleiotrópico distal cujas ações 

incluem modulação na função de linfócitos, ativação da coagulação e 

indução na síntese de proteínas de fase aguda (Blackwell e Christman, 

1996). Interessantemente, ainda segundo Blackwell e Christman (1996), 

IL-6 pode down regular a produção de TNF-α e IL-1β, o que pode ser 

bastante importante na limitação da reação inflamatória. A inibição de 

TNF-α está usualmente associada com o aumento na susceptibilidade à 

infecção (Kee et al., 1997). O decréscimo dos níveis de IL-6 pela ação 

de TauCl pode comprometer o recrutamento celular para o foco 

infeccioso, diminuindo a resposta do hospedeiro.  

In vitro, IL-10 pode inibir a produção de TNF-α, IL-1 β, IL-6 e 

IL-8 (Marchant et al., 1994). A atividade anti-inflamatória de IL-10 

conhecida como supressora de TNF é maior quando comparada à 

mesma atividade realizada por IL-6 (Riley et al., 1999; Martin et al., 

2005). Um decréscimo nos níveis de TNF após 75 minutos da exposição 

ao LPS pode refletir em aumento de IL-6 e IL-10 (Semaeva et al., 2010). 

Como visto nos resultados deste estudo, TauCl age de modo inibitório 

na liberação de IL-10 por linfócitos TH2 tanto em células sanguíneas 

quanto esplênicas, fato este que pode estar envolvido em mecanismo 

inflamatórios incontrolados. Uma bacteremia persistente é o resultado 

da perda da capacidade de clearance de patógeno decorrente de 

processo apoptótico de linfócitos e macrófagos esplênicos e hepáticos 

(Tassiulas et al., 2007). A ausência de IL-10 leva à uma taxa de 

mortalidade mais rápida após CLP e uma precoce transição da fase 

reversível para a fase irreversível da sepse (Latifi et al., 2002).  

Apesar da clara associação entre a imunoparalisia na sepse com 

IL-10, não se pode associar este fenômeno apenas a ela; diferentes fases 

de imunoparalisia existem pelos quais são “governadas” por diferentes 



54 

 

mecanismos moleculares: uma fase inicial que é regulada por IFN-γ, 

causando uma supressão reversível da imunidade adaptativa e fases 

tardias, que são caracterizadas pela perda de células imunes, mas 

totalmente irreversível em interferon do tipo 1 em células esplênicas e 

envolvendo IL-10 em algum momento (Cohen, 2002; Hotchkiss e Karl, 

2003; Hotchkiss et al., 2009). Isto pode ser observado no perfil de 

secreção de IFN-γ no baço. Mecanismos de imunoparalisia induzidos 

por TLR4 também são relatados, podendo por meio de uma ativação 

acidental do mesmo (Cohen, 2002; Hotchkiss e Karl, 2003; Hotchkiss et 

al., 2009). 

Leentjens e colaboradores (2012) demonstraram em estudo em 

humanos que IFN-γ reverte parcialmente a imunoparalisia, identificando 

o mesmo como uma potencial nova opção no tratamento para a sepse. 

Visto que TauCl diminui a secreção de IFN-γ, este efeito de reversão da 

imunoparalisia poderia estar comprometido.  

Diferentemente do que o observado nos nossos resultados, 

Schwandt e colaboradores (2012) demonstraram que os níveis 

amplificados de interferon do tipo I no baço está diretamente 

correlacionado com a inibição da imunidade mediada por célula T, 

suportando a ideia de que durante a sepse, ambos macrófagos e células 

dendríticas contribuem para este aumento de expressão.   

 Muenzer e colaboradores (2010) demonstraram que, logo após 

o estágio de imunoparalisia, níveis de IFN-γ foram restaurados. Esta 

poderia ser uma explicação para o observado no presente experimento: 

IFN-γ apresentou uma tendência em possuir maiores níveis em 120 

horas do que quando comparados aos de 24 horas. Isto evidencia que 

TauCl pode agir como uma alça de feedback negativo que inicia na fase 

aguda para controlar a hiperinflamação, porém como é um metabólito 

oxidativo estável, se mantém por mais tempo no meio celular e pode 

contribuir à imunossupressão. Vale reassaltar que o retorno à fase de 

superprodução de citocinas pode se tornar mais prejudicial do que a 

infecção original e causar dano tecidual, falha orgânica múltipla 

(Riedermann et al., 2003) e mortalidade (Nathan, 2002; Ulloa e Tracey, 

2005; Ulloa et al., 2009).     

 Considerando os efeitos adversos da desregulação de IL-17A, o 

controle de células produtoras das imunidades inata e adaptativa de IL-

17A pode ser um alvo terapêutico chave na prevenção da inflamação 

tecidual associada a esta interleucina (Hirota, 2012), que mostrou que o 

bloqueio da mesma é protetor após indução de CLP. Freitas et al. (2009) 
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associam os efeitos protetores do bloqueio de IL-17A com a redução do 

nível de bacteremia e níveis de mediadores inflamatórios IL-17A, 

entretanto, é secretada por várias células, o que torna seu alvo mais 

difícil: neutrófilos, monócitos, eosinófilos, células indutoras de tecidos 

linfoides, células NK, células de paneth, linfócitos CD8 e linfócitos T γδ 

(Flierl et al., 2008; Cua e Tato, 2010). 

Ogiku e colaboradores (2012) demonstraram em camundongos 

knockout para IL-17A submetidos à modelo de sepse, um aumento na 

transmigração bacteriana para o sangue e uma forte resposta 

inflamatória sistêmica, o que causou um consequente aumento na taxa 

de mortalidade, sugerindo o papel central de IL-17A na defesa do 

organismo frente a uma peritonite.     

 No presente estudo, níveis de IL-17A, mostraram-se no geral, 

mais altos do que os níveis de IL-23, corroborando com Bosmann et al. 

(2012), que mostraram em camundongos C57BL/6, após uma injeção de 

LPS, níveis plasmáticos de IL-23 bastante aumentados, além de 

demostrar in vitro por meio de ensaio com macrófagos ativados, uma 

cinética elevada semelhante. As vias de sinalização de IL-23 atuam 

como amplificadoras da diferenciação de células TH17 (Hashimoto et 

al., 2010), diferenciação esta dependente de citocinas IL-6 e Il-1β 

(Ghoreschi et al., 2010 ). Particularmente em 24 horas, o efeito 

supressor de TauCl sob a secreção de linfócitos TH17 poderia 

comprometer defesas do hospedeiro importantes.     

 A hipótese inicial do trabalho foi a de que TauCl exerceria 

efeito sobre algum fenótipo específico de linfócito, por isso foram 

avaliadas citocinas de 3 subtipos. Como a cloramina exerce um efeito 

inibitório na secreção de todos os mediadores avaliados, a mesma age de 

modo inespecífico; porém claramente foi possível observar que em 120 

horas as células ficam mais susceptíveis à ação da mesma, sugerindo 

assim que um dos mecanismos de morte celular que ocorrem na fase 

tardia podem ser mediado por TauCl.       
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6 CONCLUSÃO 
 

TauCl diminui a viabilidade celular de linfócitos de sangue e de 

baço, em uma relação dose-dependente, mais claramente no tempo de 

120 horas, fase hiporesponsiva/imunossupressora da sepse.  

TauCl down regula a produção de citocinas secretadas por 

linfócitos TH1, TH2, TH17, por mecanismo inespecífico, podendo atuar 

de modo benéfico na fase hiporesponsiva da sepse e de modo maléfico 

na fase hiperesponsiva da doença.   

Considerando que a fisiopatologia da sepse, principalmente no 

contexto de inflamação e sistema imune, é altamente complexa, por 

mais pesquisas que se façam na tentativa de elucidar mecanismos, ainda 

é grande a dificuldade em inferir uma possibilidade de intervenção 

terapêutica viável, visto que as fases da sepse são altamente 

interdependentes e relacionadas.       

Diante deste quadro, mais estudos ainda são necessários a fim 

de investigar os efeitos de TauCl, bem como de outros inúmeros 

subprodutos reacionais oxidantes, sobre as funções celulares dentro do 

contexto da sepse, apesar de que esta cloramina parece estar muito 

relacionada neste cenário.    

 

Perspectivas 

 

Apesar do crescente estudo sobre mecanismos moleculares no 

entendimento da sepse, muito ainda permanece desconhecido. E diante 

do fato de que se trata de uma patologia em que a pesquisa é altamente 

relevante, devido taxas de incidência cada vez maiores, todo estudo é 

importante na elucidação desta doença.  

Além destes resultados, pretende-se dar continuidade ao estudo 

por meio da avaliação de apoptose celular de linfócitos submetidos ao 

tratamento in vitro com TauCl, permitindo correlacionar o fenômeno de 

morte celular com o desfecho da sepse.  

Além disso, é de interesse futuramente fazer uma correlação dos 

dados descritos neste trabalho com resultados a partir de pesquisa 

utilizando sangue de pacientes sépticos internados em UTI, na tentativa 

de complementar e enriquecer a hipótese que levou à pesquisa, para 

melhor compreensão da complexa fisiopatologia do sistema imune no 

quadro séptico.       
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ANEXO A - PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS 

  

O presente projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no uso 

de animais sob o número 89/2012. 

 

 
 

 


