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RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose visceral (LV) esta associada a alteracées arquiteturais
esplénicas e redistribuicdo de populagbes celulares envolvidas na resposta
imunologica. OBJETIVO: estudar a desestruturacédo da polpa branca do baco na LV
humana e quais sdo as ceélulas e citocinas envolvidas neste processo.
METODOLOGIA: Para este estudo, foram analisadas amostras de 10 bacos
humanos, 7 deles obtidas de esplenectomias em portadores de leishmaniose visceral
grave e 3 oriundas de esplenectomias feitas em individuos sem leishmaniose. Seis
dos 7 pacientes com LV sao coinfectados com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), com carga viral indetectavel. Na tentativa de avaliar se as alteracdes
observadas em bagcos em modelos murinos e caninos estdo também presentes no
baco humano no curso da Leishmaniose visceral, as sec¢des de baco foram marcadas
com os anticorpos contra CD3, CD4, CD8, CD20, CD79-a, CD68, Caspase 3, Foxp3,
IFNg, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TGFB e TNFa. RESULTADOS: Os resultados
observados, da comparagcao entre bagcos com LV e bacos sem LV, evidenciaram
plasmocitose na polpa vermelha, hiperplasia ou atrofia e desestruturacdo da polpa
branca, além de reducao da populacao de células T CD4+, aumento da populagéo de
linfocitos T CD8+ e reducdo das células CD20+ na polpa vermelha. Dentre as
citocinas, houve reducéo de IL-10, IL-17 na polpa branca e na polpa vermelha. E, na
polpa branca, houve aumento da expressao de TNF, Foxp3 e Caspase3 nos bacos
com leishmaniose visceral. CONCLUSAQ: Tais achados sdo compativeis com uma
resposta imune ineficiente frente a uma superexposicdo antigénica, diante da infeccéo
cronica e/ou da coinfec¢do LV-HIV, culminando com exaustdo, quando as células
perdem a capacidade de resposta imune eficiente, com menor producéo ou auséncia
de producdo de moléculas protetoras para o hospedeiro e producdo de moléculas
inibitérias, o que favorece o agravamento da doenca. O que vale dizer que a
hiperestimulagdo antigénica crbnica leva a ativagdo persistente, o que determina
exaustdo do sistema imune.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Baco; Plasmocitose; Resposta Imune
Ineficiente.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Visceral leishmaniasis (VL) is associated with splenic architectural
changes and redistribution of cell populations involved in the immune response. AIM:
The objectives of this dissertation were to study the spleen white pulp disruption in
human visceral leishmaniasis (VL) and which cells and cytokines are involved in this
process. METHODOLOGY: For this study, samples from 10 human spleens were
analyzed, 7 obtained from splenectomies in patients with severe visceral leishmaniasis
and 3 from splenectomies performed in individuals without leishmaniasis. Six of the VL
patients are co-infected with the human immunodeficiency virus (HIV), with an
undetectable viral load. In this study, we aimed to evaluate whether changes observed
in spleens in murine and canine models are also present in the human spleen during
the course of visceral leishmaniasis, considering that there are still few studies on the
subject in humans. Spleen sections were labeled with anti-CD3, CD4, CD8, CD20,
CD79-a, CD68, Caspase 3, FoxP3, IFNg, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TGFB and
TNFa antibodies. RESULTS: The observed results of the comparison between LV
and spleen without LV showed red cell plasmacytosis, hyperplasia or atrophy and
disruption of the white pulp, as well as a reduction in the CD4 + T cell population, an
increase in the CD8 + T lymphocyte population and a reduction in CD20 + cells in the
red pulp. Among the cytokines, there was reduction of IL-10, IL-17 in white pulp and
red pulp. And, in white pulp, there was increased expression of TNF, Foxp3 and
Caspase3 in spleens with visceral leishmaniasis. CONCLUSIONS: These findings are
compatible with an inefficient immune response to antigenic overexposure to LV-HIV
co-infection, culminating in exhaustion, when cells lose efficient immune response
capacity, with less or no production of protective molecules for the host and production
of inhibitory molecules, which favors the aggravation of the disease. It is worth
mentioning that chronic antigenic hyperstimulation leads to persistent activation, which
causes exhaustion of the immune system.

Keywords: Visceral leishmaniasis; Spleen; Plasmacytosis; Inefficient Immune
Response.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

1.1.1 Epidemiologia

A leishmaniose representa a segunda causa mais prevalente de doencas causadas
por protozoarios no mundo e a apresentacao visceral (LV) é a forma mais grave. (HENN
et al., 2018). A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como Calazar, é uma
doenca grave e sistémica com taxa de letalidade mundial de até 6,0%. E uma das 7
maiores doencas mundialmente negligenciadas, presente em 4 continentes, com

excec¢do apenas da Oceania, num total de aproximadamente 70 paises. (OMS, 2014).

Cerca de 95% dos casos de LV é fatal, quando nao tratada; ha cerca de 20.000 a
30.000 mortes por ano no mundo em decorréncia da LV. A maioria dos casos ocorre na
Ameérica do Sul, na Africa Oriental e no Sudeste Asiatico. Estima-se que 50.000 a
90.000 novos casos de LV ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas
cerca de 25-45% sédo reportados. Em 2017, 20.792 dos 22.145 (94%) casos novos
reportados & OMS ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia,

Sudéo do Sul e Sudéo, conforme mostrado na figura 1 (OMS, 2017).

Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2015

s °
9 000 0

{& World Health
#.Z Organization

Figura 1. Situacdo da endemicidade de Leishmaniose Visceral em todo mundo em 2015.
Figura adaptada (WHO, 2017)
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Nas Américas, destaca-se o aumento do niumero de mortes causadas por LV desde
2012 alcancando, em 2016, uma taxa de letalidade de 7,9%, considerada a mais
elevada, quando comparada a outros continentes (WHO, 2017). Cerca de 96% dos casos
de LV, no continente americano, ocorrem no Brasil, onde a mortalidade chega até a
8,8%, mesmo com tratamento, sendo um grande problema de saude publica em

expansao evidente, conforme mostra figura 2 (BRASIL, 2017).

No Brasil, na década de 1990, aproximadamente 90% dos casos de LV relatados
ocorreram na regido nordeste, entretanto, esta tendéncia parece estar mudando, ja que
a doenca atinge areas urbanas e peri-urbanas de todas as regifes do pais (CALDART
et al., 2017). Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, em 2017, 44,5% dos
casos de LV ocorreram na Regido Nordeste; 40,9% dos casos acometeram criancas
entre 0 e 9 anos de idade e a taxa de coinfectados LV-HIV foi de 7,8%. A LV é uma
endemia de impacto significativo na salde e na economia da populagdo mundial, com
uma carga estimada de 2,1 milhdes de DALY (disability-adjusted life years, Ié-se: anos
de vida ajustados por incapacidade). (TOWNSON et al., 2005). No Brasil, em 2017, foram

registradas 2.744 internagdes com média de permanéncia de 13,3 dias (MS-2017).

Figura 2. Casos de Infec¢édo por LV por municipio.
Figura adaptada (MS, 2017)

Condic¢bes socioecondmicas que favorecem a expansao da LV tém sido

apontadas como importantes fatores demograficos e ecolégicos desencadeadores,
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dentre elas, a presenca do inseto vetor nas cidades, pobreza, subnutricdo, mas
condi¢cBes sanitarias, desmatamento, alteracfes climaticas, mobilidade da populacéo e
0 aumento da populacédo de caes reservatorios junto a populacdo (SILVA et al., 2001;
CALDAS et al., 2002; CABRERA et al., 2003; WHO, 2019).

1.1.2 Transmisséao da LV e Ciclo Biolégico Do Parasita

A LV é transmitida através da picada de um inseto vetor, um flebotomineo,
conhecido popularmente como Mosquito Palha, asa-dura, tatuquiras, birigui, dentre
outros. Estes insetos sdo pequenos e tém como caracteristicas a coloracao amarelada
ou de cor palha e, em posicéo de repouso, suas asas permanecem eretas e semiabertas.

O ciclo bioldgico do vetor ocorre no ambiente terrestre e passa por quatro fases:
ovo, larva, pupa e adulto (forma alada). Eles costumam se abrigar em locais umidos,
sombreados e ricos em matéria organica (folhas, frutos, fezes de animais e outros
entulhos que favorecam a umidade do solo). A evolucdo do ovo a fase adulta ocorre em
aproximadamente 30 dias. As formas adultas abrigam-se nos mesmos locais dos
criadouros e em anexos domiciliares, principalmente em abrigos de animais domeésticos.
Somente as fémeas se alimentam de sangue para que hajao desenvolvimento dos ovos,
0 que justifica o fato de sugarem uma ampla variedade de animais vertebrados.

Em todo o continente americano, o principal vetor € a Lutzomiya longipalpis
(DESJEUX, 2001), enquanto que na Europa, Asia e Africa os insetos transmissores
pertencem ao género Phlebotomus, mas as espécies variam de uma regido para outra
(DESCOTEAUX et al., 1999). A fémea infectada, ao fazer o repasto sanguineo - sugar o
sangue do vertebrado para se alimentar, regurgita parasitas Leishmania na sua forma
infectante, a promastigota metaciclica, na pele do individuo.

ApoOs serem injetadas na derme do hospedeiro, as formas promastigotas
(flageladas) da Leishmania sdo englobadas por fagécitos mono e polimorfonucleares,
onde se transformam em amastigotas (aflageladas) que irdo se proliferar e infectar
células vizinhas (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO, 1995; DESCOTEAUX et al., 1999;
ASHFORD, 2000;) e, via corrente sanguinea, se disseminam para outros 0rgaos.

Durante o desenvolvimento da LV, os parasitas Leishmania donovani ou Leishmania
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infantum e, mais raramente, outras espécies de Leishmania (BARRAL et al., 1986)
invadem células do sistema fagocitico mononuclear.

A LV pode ser disseminada através de padrdes que incluem as formas
antropondtica ou antropozoondtica. A forma antropondtica, cuja transmissdo é de
humano para humano, é causada pela Leishmania donovani. A forma antropozoonotica,
qgue inclui no ciclo de transmissdo outros mamiferos como o cdo, € causada pela
Leishmania infantum (SILVEIRA et al., 1982; TRAVI et al., 1998).

A LV normalmente apresenta um periodo de incubacéo entre 10 dias e 24 meses,
com média, de 2 a 6 meses e pode ter evolucdo aguda, subaguda ou cronica, entretanto,
parte dos individuos infectados permanece completamente assintomatica (BADARO et
al., 1986; BITTENCOURT; BARRAL-NETTO, 1995).

As manifestagBes clinicas classicas da LV sado febre, caquexia, adinamia,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia - com anemia e trombocitopenia, e leucopenia com
neutropenia, eosinopenia, e relativas linfocitose e monocitose; hipergamaglobulinemia
com ativacdo policlonal de células B com hipoalbuminemia (BADARO et al., 1986;
HERWALDT, 1999; COLLIN et al., 2004). Os sintomas podem durar semanas ou meses,
tempo este em que os pacientes podem morrer por coinfecgbes bacterianas, como
pneumonia, diarreia ou tuberculose; e também hemorragias ou anemia grave
(CHAPPUIS et al., 2007).

Em alguns pacientes, pode ocorrer doenca cutanea apés a recuperacédo da LV,
uma forma de dermatite denominada Leishmaniose Dérmica P6s Kalazar (PKDL) que se
apresenta como lesdes cutaneas maculares, papulares e/ou nodulares disseminadas,
gue contém macrofagos parasitados. (BITTENCOURT; BARRAL- NETTO; DOERR,
1995).

1.1.3 Patogenia da LV

A LV determina uma infec¢ao disseminada do sistema linforreticular do organismo
do hospedeiro, 0 que provoca marcada ineficiéncia de seu sistema imune. Para uma
evolucao favoravel, com a cura da LV, é indispensavel a estreita interacdo entre a acao
das drogas antileishmania, dizimando os parasitas, e a impulsdo adequada do sistema
imune do hospedeiro.

A LV apresenta amplo espectro clinico e pode acometer varios 0Orgaos,

principalmente medula éssea, linfonodos, figado e baco e, menos frequentemente,
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intestinos, pulmdo e rim. (STEVERDING et al.,, 2017; HENN et al., 2018). O baco
encontra-se com parasitismo durante todo o curso da doenca e apresenta alteracfes
arquiteturais associadas aos estadios clinicos. (SANTANA et al., 2008, LIMA et al., 2014,
SILVA et al., 2014; Souza, 2019).

Com a evolucdo da doenca, que pode adquirir carater progressivo, como na
Leishmaniose Crbnica, 0s compartimentos esplénicos sofrem proeminentes
deformacfes arquiteturais que inviabilizam uma resposta imune adequada, com
ineficiéncia na geragéo de foliculos linfoides secundarios e na manutencdo da zona
marginal. Ha producdo anormal de citocinas e alteracdo da celularidade normal do baco,
com consequente incapacidade na funcdo esplénica de vigilancia contra infeccfes
(ABDALLA; EL HASSAN, 1983; VERESS et al., 1977; DE LIMA et al., 2006; SANTANA
et al., 2008).

Héa dados na literatura que sugerem que a leucopenia, com reducédo do numero
de neutrofilos, a ativacdo policlonal ineficaz da resposta imune humoral e a supresséo
da resposta celular efetora, inata ou adquirida, estejam implicadas na progressao da
doenca (DE LUNA et al., 1999; SILVA et al., 2016).

Em estudo anterior do nosso grupo, observamos uma desestruturacédo do tecido
linfoide esplénico em cées, associada a presenca de marcadores de susceptibilidade a
leishmaniose visceral e doenca de carater mais grave. Neste mesmo estudo, foi
observado que a frequéncia de plasmdcitos estd aumentada nos bacos de céaes
naturalmente infectados com Leishmania. Em trabalhos recentes do grupo, detectou-se
gue em animais com infeccdo por Leishmania, a desorganizacdo arquitetural do baco
estd associada, mais frequentemente, a sinais clinicos e laboratoriais mais graves da
doenca (SANTANA et al., 2008; LIMA et al., 2013).

Um dos principais problemas associados a LV séo as infec¢des bacterianas e
sangramentos, que podem levar ao Obito. A resposta do hospedeiro, nesses casos, €
ineficiente, o que facilita as coinfec¢cdes, mas ainda sdo necessarios estudos mais
detalhados e esclarecedores sobre as vias que levam a esta resposta.

Estudos mostram que na Leishmaniose Visceral Canina (LVC), que apresenta
muitos aspectos semelhantes a LV humana, o curso da doenca € determinado por uma
interacdo complexa entre o parasita e o0 sistema imunolégico do hospedeiro.
(LIMA,2013). Uma resposta celular mista relacionada a infeccédo ja foi demonstrada em
varios estudos, dentre eles, experimentos em diferentes condi¢des. A resposta imune na

LV é érgao-especifica, os parasitas sao viscerotropicos e o bagco € um importante
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alvo. No baco, a producgéo de citocinas Th1, como IFN-y, IL-12 e TNF, aumentam durante
todo o curso da doenca. A predominancia de citocinas Th2/regulatérias, como IL-4, IL-
10 e TGF-B1, determina maior carga parasitaria e persisténcia, com consequente
progresséo da doenga.

No trabalho de Moreira e colaboradores (2017), identificou-se associagao entre a
alta carga parasitaria nos érgaos linfoides e maior niamero de linfocitos apoptéticos, que
nao sdo capazes de promover a morte dos parasitas, com persisténcia da infeccdo, em
tecidos caninos. Também ha correlacdo entre alta percentagem de apoptose de células
T e a desorganizacdo estrutural da polpa branca, como mostrado em estudo
experimental com cées, 0 que pode culminar em uma resposta imune mediada por
células ineficientes.

A progresséo da doenca esta associada a uma infinidade de fatores que incluem
a atuacao de citocinas supressoras, exaustdo de células T especificas, deformidade
arquitetural da PB e da PV do baco, além de alterac6es na resposta humoral. Citocinas
importantes, como a IL-10, uma das principais citocinas supressoras envolvidas na
patogénese da LV, bem como o IFN-y que, impulsionado por IL-12, se associa a cura da
doenca, podem servir de alvos terapéuticos. (BHATTACHARYA, 2012).

1.1.4 Coinfecgdo LV e HIV

Em pessoas imunossuprimidas, incluindo doentes com HIV/AIDS, a LV tem
representado uma importante infeccdo oportunista com vertiginoso crescimento no
ndamero de casos (ALVAR et al., 1997; DAVIDSON, 1999; DESJEUX et al., 2003). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a LV humana tem ocorrido de forma mais
acentuada, desde o inicio da década de 90, principalmente nos paises mediterraneos,
pela coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A incidéncia de casos
de LV relatados praticamente duplicou entre 1987 e 2004, com distribuicdo mundial,
incidindo em 35 paises.

Condicdes de coinfecgbes que causam imunossupressao podem determinar
progressao da LV para a forma grave da enfermidade, visto que a resposta imune celular
efetiva contra o parasita esta comprometida (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO, 1995).
A coinfeccéo LV-HIV € um fenbmeno grave que pode levar a morte, embora a
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terapia antirretroviral para HIV tenha determinado reducéo do nimero desses casos de
coinfeccao e melhorado as taxas de sobrevivéncia. (ORYAN, 2016)

No Brasil, o numero de individuos coinfectados, LV-HIV, tem aumentado muito,
com relato de 1602 casos entre 2007 e 2013. Nestes pacientes, a LV é oriunda de uma
infeccdo latente reativada, 0 que ocorre pela imunossupressao progressiva, até que o
parasita supera a capacidade de defesa do sistema imunologico do hospedeiro (HENN
et al.,, 2018). As manifestacdes clinicas mais caracteristicas da LV, podem nao ser
reconhecidas nos individuos imunossuprimidos, pois podem ser parecidas com 0s
sintomas de néo infectados por LV; nos coinfectados, predominam sintomas né&o
classicos da LV como fraqueza, tosse, diarreia, desnutricdo, maior perda de peso e maior
frequéncia de sintomas gastrointestinais.

Nesses individuos imunocomprometidos, a LV mostra uma tendéncia a acometer
orgaos e sistemas ndo comumente afetados (HENN et al., 2018) com amastigotas em
locais incomuns como pulmdes, pleura, pericardio, pele, mucosa oral, e trato
gastrointestinal. E presumivel que diferentes apresentacées nos sinais e sintomas
dificultem a inclusé@o da LV no diagndstico diferencial, o que pode concorrer para o atraso
no diagnadstico e no tratamento, e, provavelmente, determinar maior gravidade da doenca
e a resultados mais desfavoraveis.

Tanto a LV como o HIV atingem células dendriticas e macrofagos, o que significa
uma resposta imune sinérgica danosa para o paciente coinfectado (WOLDAY et al.,
1999; OLIVIER et al., 2003). Na literatura, tem-se que tanto a leishmania pode
potencializar a transcricdo do HIV como o HIV pode prejudicar a fagocitose de parasitas
pelos macrofagos, por ativar o receptor de lipoproteina de baixa densidade na superficie
do parasita (SINHA et al., 2006; MEDRANO et al., 2013). Na coinfec¢édo, o numero de
células T CD4 apresenta-se reduzido em significativa parte dos pacientes, cerca de 42%
de uma série estudada (ALVAR et al., 1997).

O controle da LV com Antimoniais e Anfotericina tem se mostrado efetivo na
maioria dos casos (HERWALDT, 1999), entretanto, a doenca mantém um percentual de
letalidade (MS, 2017). As principais ferramentas de controle da LV no Brasil estdo
centradas na identificacdo e eliminacdo dos reservatorios, principalmente o cao,
aplicacdo de inseticidas para eliminagdo do inseto vetor e no diagnostico e tratamento
adequado dos casos registrados (ASHFORD, 1996).
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1.1. 5 Tratamento cirdrgico da LV grave — Esplenectomia

Ha dados da literatura que mostram que a esplenectomia como forma de
terapéutica nos casos de LV resistente a tratamento clinico, € uma pratica realizada
desde o final do século 19, antes da descoberta dos sais de antimonio, introduzidos em
1915. Embora cercada por controvérsias, a esplenectomia passou a ser realizada com
maior frequéncia entre 1930 e 1935, com resultados satisfatérios em série de casos do
mediterraneo. Entre as décadas de 30 e 40, foram relatados cerca de 30 casos na
Espanha e em Portugal. A esplenectomia promove a melhora clinica, ha reducédo do
parasitismo e eliminacdo do hiperesplenismo, que causa alteracbes hematoldgicas
importantes. (TROYA et al., 2006).

Dutra et al, em 2011, publicou relato de caso de esplenectomia como alternativa
de tratamento em caso de LV em garoto de 12 anos, resistente a tratamento clinico, com
resultados satisfatérios e cura da doenca.

Em relato de caso, Dos-Santos e colaboradores (2014), do nosso grupo, mostra
gue um paciente com LV foi esplenectomizado por ndo responder ao tratamento clinico
e evoluiu com melhora significativa. Neste mesmo trabalho, comparou o baco do
paciente com LV com outros dois ba¢cos sem a doenca, e foram detectadas alteracbes
na relacdo CD4/CD8, bem como evidéncias de que o FoxP3 e a IL-17 se associam a
cronicidade da doenca.

Na coinfeccéo LV-HIV, mesmo nos pacientes que aderem ao tratamento indicado
para Leishmaniose, normalmente ha muitas recidivas, associadas a pancitopenia grave,
aumento da carga parasitaria e reducéo do namero de células CD4, mesmo nos casos
de carga viral indetectavel (ALVAR et al., 1997; BERMAN et al., 1999; BERMAN et al.,
2002; BERMAN et al., 2003).

Com a terapia antirretroviral (TARV), alguns pacientes coinfectados respondem
com reducéo da frequéncia de recaidas e melhora do estado imunol6égico com controle
da infeccdo. Entretanto, outros individuos coinfectados ndo respondem bem a terapia
medicamentosa e apresentam infec¢cdo persistente com pancitopenia critica que
favorece sangramentos e infec¢des oportunistas. (PANARELLO et al., 2003; SOUSA et
al., 2011).

Alguns estudos mostram que, nesses casos de LV ndo responsivos a terapéutica
farmacoldgica, a esplenectomia é de extrema importancia no curso da doenca (BARUA
et al., 1971; GORGOLAS et al., 2007; DUTRA et al., 2012). Em
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coinfectados, LV-HIV, ha uma melhora clinica evidente apds a esplenectomia, por
provavel reducdo da carga viral contida nos linfécitos do baco e reducdo da carga
parasitaria. H4 aumento de linfécitos T CD4 e menor incidéncia de evolucdo para a
sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS), apdés a esplenectomia (TROYA et al.,
2006; BERNARD et al., 1998; HANSEN et al., 2001; SUMARAJU et al., 2001).

1.2 BACO

1.2.1 Histérico dos Estudos sobre o Baco, Embriogénese e Alteracdes ndo Infecciosas
Adquiridas

Historicamente, o bagco humano atrai a atencdo de poetas como um produtor de
melancolia. Galeno (131-201 dC) referiu-se ao ba¢co humano como um 6rgao enigmatico,
uma nocao que persistiu por um longo tempo. Ao longo da historia, alguns estudiosos
muito contribuiram para que chegassemos ao conhecimento do ba¢co como o que temos
hoje, embora muitos estudos ainda se fazem necessarios, para completo entendimento
da estrutura e das fungdes esplénicas. Dentre os estudiosos destacam- se Malpighi, que
diferenciou a PB e a PV, no século XVII. Billroth, em 1857, publicou um dos primeiros
estudos sobre a histologia do ba¢co humano. Nieuwenhuis, Ford, e Keuning, na década
de 1970, estudaram a funcdo imunoldgica no baco de ratos. Veerman, na mesma
década, fez uma descri¢do detalhada da polpa branca do baco de rato. Weiss detalhou
a histoarquitetura do 6rgéo por microscopia eletrénica, na década de 1970, e ainda fez
um resumo completo da organizacdo dos compartimentos e funcdes do baco, em 1988.

O baco faz parte do sistema imunitario que se desenvolve durante o crescimento
do embrido/feto, e que continua apds o nascimento. A maturacao funcional esplénica é
exibida pela morfologia: até o nascimento, a polpa branca esplénica ndo contém foliculos
e zonas marginais. Ha células B imaturas em grupos e células T distribuidas difusamente
por todo o 6rgdo. O numero de células aumenta de acordo com o desenvolvimento do
feto e, a partir do fim do segundo trimestre, areas de células B e T podem ser
reconhecidas e, na décima segunda semana de gestacdo, a fagocitose ja pode ser
demonstrada. (JUNQUEIRA et al., 2013).
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1.2.2 Estrutura e Funcgdes Esplénicas

O baco € um érgao intraperitoneal, considerado o maior acumulo linfoide do
organismo e estd normalmente localizado na parte superior esquerda da cavidade
abdominal, logo abaixo do diafragma (MEBIUS et al., 2005) — no hipocéndrio esquerdo.
E o maior filtro de sangue do corpo, ja que é o Unico 6rgdo linfoide interposto na
circulagdo sanguinea (KRAAL, 1992; STEINIGER et al., 2000) e o principal responsavel
pela eliminagdo de particulas e microrganismos presentes no sangue.

E irrigado pela artéria esplénica (ou lineal), que se origina do tronco celiaco e que,
no hilo esplénico, divide se em alguns ramos, geralmente de 4 a 6, com um aspecto
arboriforme. O fluxo venoso também é constituido por alguns ramos vasculares que se
juntam no ligamento lineorrenal para formar a veia Esplénica, que desemboca na veia
Porta. O baco € um 6rgdo macico que pesa entre 150g a 250 g e mede em torno de 10,0
X 6,0 cm. Possui imensa capacidade de reacdo e pode alcancar mais de 1 kg sob
diferentes estimulos e condi¢des. Na senescéncia, pode haver expressiva diminuicdo de
seu volume, chegando a pesar menos que 50 g.

E um 6rgdo parenquimatoso, envolto em capsula fibrosa delgada, e geralmente
acinzentada e opaca. Aos cortes, apresenta parénquima vinhoso, a polpa vermelha,
permeada por pontos esbranquicados, a polpa branca (JUNQUEIRA et al., 2013).

Sdo quatro as fungdes principais do baco: resposta imunitaria, filtracdo dos
elementos indesejados no sangue, reservatorio sanguineo e producao de células linfo-
hematopoiéticas. Diariamente, cerca de 1 % do total das hemacias € destruido pelo baco,
que retira da circulacéo leucdcitos e eritrécitos lesados ou com alteragdes morfoldgicas.
Normalmente, apenas 40 a 50 ml de sangue ficam reservados no baco, mas nas
esplenomegalias esse volume pode aumentar muito. Em algumas condicdes, pode haver
sequestro de células pelo baco; quando sua funcdo esta aumentada, denomina-se
hiperesplenismo que significa aumento do volume do orgéo associado ao aumento de
sua capacidade de reter e armazenar células sanguineas, o que leva a redugéo no
namero de eritrécitos, de leucdcitos e de plaquetas circulantes, causando anemia,
leucopenia e trombocitopenia (JUNQUEIRA et al., 2013).

O bacgo tem uma estrutura histolégica muito peculiar, com quatro compartimentos
principais: arvore vascular, polpa vermelha, polpa branca e zona marginal. A arvore

vascular se origina das ramificaces da artéria esplénica que
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penetra no hilo do 6rgdo, onde ha um complexo arteriovenolinfatico envolto por fibras
colagenas. Existem, também, septos que partem da capsula, mas ndo contém vasos no
seu interior, e s&o curtos e incompletos. A medida que as ramificacdes arteriais se
subdividem em ramos menores e adquirem o tipo arteriolar, deixam de ser
acompanhadas pela arvore venosa e passam a ser envoltas em tecido linfoide
constituida por linfocitos T e referida como Bainha Periarteriolar de linfécitos T
(Periarteriolar Lynphocytes Sheet - PALS) (JUNQUEIRA, 1995).

A polpa vermelha (PV) constitui cerca de trés quartos de todo o volume do baco e
€ composta pelos capilares e pela rede sinusoidal, entre 0s quais existe uma trama de
fibras reticulares bem desenvolvida, os corddes esplénicos ou corddes de Billroth, que
sao continuos e de espessura variavel, conforme seja a distensdo dos sinusoides. Esses
corddes sao formados por uma rede frouxa de células reticulares e fibras reticulares de
coldgeno do tipo lll, além de outras células, como macrofagos, linfocitos T e B,
plasmadcitos, mondcitos, granulécitos e plaquetas. (VAN ROOIJEN et al.,, 1988,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A PV serve de alojamento para os plasmoblastos e plasmécitos e esses sédo
responsaveis por uma producdo de anticorpos extrafoliculares que proporciona uma
rapida entrada de anticorpos na corrente sanguinea (HARGREAVES et al., 2001). A PV
€ prioritariamente relacionada a filtracdo do sangue com remocéo de eritrécitos velhos -
hemocaterese, com fagocitose dos eritrécitos e reciclagem de ferro, reduzindo sua
disponibilidade para patégenos circulantes. A PV funciona, também, como via de saida
para a maioria das células linfoides recirculantes (MEBIUS et al., 2005). O baco € o local
de diferenciacdo e de retorno de macréfagos inflamatérios, mondcitos, granulécitos,
células dendriticas, células natural killer e plasmaocitos de vida curta (ELLYARD et al.,
2005; MEBIUS et al., 2005).

1.2.3 Distribuigdo de Células e Citocinas Envolvidas na Resposta Imune Esplénica

A polpa branca € constituida, principalmente, por células B e T. Os linfécitos T
agregam-se em torno da arvore arterial e formam uma bainha de linfécitos, a maioria
deles linfocitos T, que se espessa, em areas, formando agregados ou foliculos
periarteriolares (JUNQUEIRA, 1995).
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Ao corte transversal, esse arranjo faz com que sejam marcados por uma arteriola
excéntrica em meio a um agregado de células T - a bainha periarteriolar rica em linfocitos
T CD3+ (PALS). Por vezes, esses agregados se expandem focalmente, e se distanciam
para formar os foliculos linfoides (FOL) que sdo agregados compostos
predominantemente por linfécitos B, e s@o formados por uma zona do manto,
representada por um anel de linfocitos que forma uma orla em torno do centro
germinativo CG (BROZMAN,1985), a zona marginal (ZM) uma orla composta,
predominantemente, por linfocitos B, alguns linfocitos T, células dendriticas e populacfes
de macréfagos (GRAYSON et al., 2003) e que contorna a PALS e o FOL, separando-os
da polpa vermelha. A figura 3 mostra as principais células presentes nos compartimentos
esplénicos (VAN ROOIJEN, 1989).

A diferenciacéo de células T e B e as respostas imunes a antigenos transmitidos
pelo sangue ocorre na PB (MEBIUS et al., 2005). H& muitos foliculos primarios, que sdo
agregados nodulares de linfocitos pequenos, e se transformam em foliculos secundarios
durante a resposta imune. Estes sdo agregados linfoides maiores, com CG, que sdo
formados por linfocitos grandes, macrofagos, algumas células dendriticas, linfécitos T e
corpos apoptoticos (MACLENNAN, 1994).

A ZM é formada por capilares, capilares elipsoides, leucdcitos e hemacias; possui
menor densidade de fibras reticulares do que a PV, e compreende cerca de 10% do
volume do baco (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). E uma importante area de passagem
das células que entram e saem do baco, pela corrente sanguinea, num ritmo mais lento,
0 que potencializa a filtragem do sangue. A distribuicdo do sangue, ao chegar no baco,
é feita via arteriolas terminais que desembocam na ZM, local em que os antigenos
circulantes sao captados por macréfagos da zona marginal (MZM), macréfagos
metalofilicos (MMM) e células dendriticas. (AICHELE et al., 2003; MEBIUS et al., 2005).

A ZM €, também, o local de retorno para células B de memoaria e onde ocorrem as
respostas T dependente ou independente a antigenos. (KRAAL, 1992; LOPES-
CARVALHO et al., 2005). Sao plasmécitos produtores de IgM, IgA ou IgG com alta
afinidade para antigenos. Outras células esplénicas, células B da ZM, também podem
ser estimuladas pelo fator ativador de células B (BAFF) e um fator ligante indutor de

proliferacdo (APRIL) numa resposta independente de célula T (TI), importante contra
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antigenos microbianos (BERNASCONI et al., 2002; TSUJI et al., 2008; CERUTTI et al.,
2011; GRANT et al., 2012, RASHMI;BANKOTI, 2012).

Quando ha estimulo antigénico, as células B da zona marginal, migram para
outros compartimentos esplénicos e ativam células TCD4+, e também estimulam a
proliferacéo e producgéo de anticorpos especificos (ATTANAVANICH et al., 2004). A zona
marginal facilita o contato entre o antigeno e células apresentadoras de antigeno, que é
fundamental para a ativacdo de linfécitos e para que haja uma resposta imunoldgica
especifica. (ATTANAVANICH et al., 2004; SILVA, 2014).

O tréfico celular influencia na manutencdo dos compartimentos esplénicos e no
estabelecimento da resposta imune (BALOGH et al., 2004). Quimiocinas especificas
controlam a correta organizacdo e a manutencdo da funcionalidade da polpa branca,
atraem células T e B para os seus respectivos dominios, formando zonas especificas
dentro da polpa branca (MEBIUS et al., 2005).

A ativacdo da resposta imune celular esta associada a zona de células T (PALS).
As células dendriticas (CDs) maduras que expressam antigenos ligados ao seu MHC
migram da ZM para a PALS e apresentam os antigenos para os linfécitos T, o que
representa um gatilho para o inicio da resposta imune adaptativa. H4, ainda, células
acessorias da resposta imune na apresentacdo de antigenos — células nao linfoides
interdigitantes (IDCs), que se localizam na area central da PALS (STEINMAN et al., 1980;
KAMPERDIJK et al., 1985; BREEL et al., 1987). A ativacdo de linfocitos pode ficar
comprometida na PALS, se houver inibicdo de IL-12, ou da expressao de receptores para
guimiocinas, porque reduz a migracao de células dendriticas para a PALS (ENGWERDA
et al., 2002; ATO et al., 2002).

O FOL tem um papel muito importante na resposta imune humoral. Depois que
tem contato com os antigenos da ZM, as células B migram para o FOL e, apés alguns
dias, realizam expansao clonal, sdo selecionadas com receptores antigénicos de alta
afinidade pelos antigenos, ha apoptose de células B auto reativas e diferenciacéo de
células B em células de meméria (HARGREAVES et al., 2001). Também ha, no foliculo,
células néo linfoides que retém o complexo antigeno-anticorpo denominadas de células
dendriticas foliculares (CDFs)(KLAUS et al., 1980; SILVA, 2014).

No compartimento linfoide do baco, ha extensa apoptose, principalmente nos

centros germinativos dos foliculos, onde pode se observar macrofagos que fagocitaram
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restos de linfécitos apoptoticos. Este processo fisioldgico € importante para a protecéo
contra doencas autoimunes. A protecao contra algumas formas de apoptose é dada pela
proteina Bcl-2, que € expressa na maioria das células B e T, mas ndo expressa nas
células B do centro germinativo, 0 que as torna susceptiveis a apoptose
(JUNQUEIRA et.al., 2013).

Macréfago da PV

Macréfago de Zona Marginal

Linfécito T
Linfécito B

Plasmécito

Célula Dendritica Folicular

Figura 3. Desenho esquematico dos compartimentos do baco. Principais células e
guimiocinas envolvidas na organizagdo desses compartimentos.
Figura Adaptada (HERMIDA, 2018).

Durante a resposta imune T-dependente, as células B entram em contato com o
antigeno na regido das células T, a PALS. Tem inicio a diferenciacdo de células B em
plasmdcitos que saem dessa zona de células T, movimentam-se pela ZM e areas
préximas a vasos e fibras colagenas na PV e seguem, mais tardiamente, para a medula
O0ssea. Os plasmdécitos gerados pela ativacdo de células B no CG destinam-se,

preferencialmente, para a medula 6ssea.

Normalmente, os plasmocitos presentes na PV, vivem poucos dias e 0s
plasmdcitos que migram para a medula éssea vivem semanas ou meses, 0 que mantém
elevados o0s niveis séricos de anticorpos apds a exposi¢cdo ao antigeno (BENNER et
al.,1981, SLIFKA et al.,1998).Ha plasmdcitos de vida longa que adquirem esta
capacidade por serem hébeis em retornar aos locais de células estromais produtoras de
moléculas criticas, como a CXCL12, que Ihes confere maior sobrevivéncia. (FAIRFAX et
al.,2008).
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Alguns autores descreveram que a reducao de fatores de ativagcdo de células B
pertencente a familia TNF (BAFF e/ou APRIL) leva a uma diminuicdo do numero de
plasmacitos de vida longa (O'CONNOR et al., 2004; INGOLD et al., 2005; RAMANUJAM
et al., 2006). Essas citocinas da superfamilia TNF, BAFF e APRIL, sdo fundamentais
para a sobrevivéncia, maturacdo e diferenciacdo de células B (MACKAY et al.,2003;
KALLED, 2005). Chu e colaboradores (2009) mostraram que a ativacao de células B leva
a uma alta expressdao de BAFF e APRIL em plasmdcitos, e isso promove uma alca
autocrina de auto sustentacdo que prolonga a vida de plasmécitos na medula 6ssea.
(CHU et al., 2009).

Wols e colaboradores (2007) demonstraram que a sobrevivéncia de plasmécitos
€ determinada pelo ambiente estromal, e ndo € pré-programada. As células estromais
da medula éssea produzem IL-6, que € derivada dessas células, e influencia na
sobrevivéncia dos plasmacitos; isso pode ser um fator contribuitério para o fato de que,
normalmente, as células estromais da medula 6ssea expressam mais CXCL12 do que

as ceélulas estromais esplénicas.

1.2.4 Bagoe LV

O baco é um orgao fundamental na defesa do organismo, eliminando e/ou
limitando a acdo de patdgenos que circulam no sangue. A sua auséncia, a asplenia, pode
predispor a infeccbes maiores e mais frequentes (HANSEN; SINGER, 2001). Dentre as
alteracdes na arquitetura esplénica, ja foram detectadas hiperplasia e atrofia linfoide,
hiperplasia de células estromais esplénicas e desorganizacéo da polpa branca. (ABREU
et al., 2001; SONNE et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2010; DKHIL et al., 2014; DJOKIC
et al., 2018).

A atrofia linfoide é representada, principalmente, por atrofia dos foliculos e da zona
marginal (ZM). Pode haver reduc¢do do numero dos linfécitos B CD79+ na ZM e nos
foliculos linfoides, e reducdo do numero de linfocitos T CD3+ nos foliculos
linfoides(SILVA et al., 2012).Estudos também ja demonstraram reducéo da quantidade
de linfécitos T CD4 (SILVA et al., 2018) e maior taxa de apoptose de células T quando

h& desorganizacéo da PB, em cdes com LV (LIMA et al., 2012). Nesse contexto, a
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exaustdo de células T pode estar implicada na progresséo da desorganizacao dos

compartimentos do baco.

A parasitemia, no baco, é permanente e a doencga segue um curso progressivo
(WILSON; STREIT, 1996; CARRION et al., 2006), que determina alteragdes morfoldgicas
tanto na polpa branca, com desestruturagcdo dos compartimentos, como na polpa
vermelha, com substituicdo da celularidade normal por plasmécitos (SILVA et al.,2016)
e macrofagos infectados.

A funcdo de filtragem do baco é principalmente exercida por macrofagos
esplénicos que fagocitam aproximadamente 95% dos parasitas que entram pela corrente
sanguinea. Calcula-se que 50% dos parasitas inoculados é fagocitado e morto por MZM
nas primeiras 24 horas.

Um dos eventos principais € a desestruturacéo do tecido linfoide que inicialmente
€ representada por hiperplasia dos foliculos linfoides e aumento da populacdo de
macréfagos (VERESS et al., 1983; KEENAN et al.,1984; BAMOROVAT et al., 2014;
LIMA, 2014).A hiperplasia seguida de atrofia do tecido linfoide e a desorganizagéo dos
microambientes do baco foram observadas durante a infeccdo por Leishmania, bem
como por outros agentes patogénicos, jA demonstradas em trabalhos anteriores,
experimentais e em humanos. (VERESS et al.,, 1983; ENGWERDA et al.,, 2002,
ANDRADE et al., 1989).

A relacdo entre a evolucao da doenca clinica e a desestruturacéo da arquitetura
esplénica ja foi demonstrada. Esta associagdo entre a desorganizacéo do tecido linfoide
do baco e susceptibilidade a doenca também ja foi detectada na LV Canina (LVC) por
Santana et al. 2008 e outros autores. Atrofia e perda de compartimentos de células B do
baco coincidiu com fases mais graves da doenca. (KEENAN et al., 1984; VERESS et al.,
1983; VERESS et al., 1977; TRYPHONAS et al., 1977; DOS-SANTOS, 2014; SILVA,
2014).

A desorganizacao do tecido linfoide € atribuida as alteracdes sofridas nas proprias
populacdes celulares esplénicas — macrofagos da ZM, linfocitos T e células dendriticas
foliculares, visto que tais células atuam na sinalizagdo da migracéo de linfécitos B para
o foliculo linfoide. J& foi demonstrado, em modelos murinos e caninos de LV, que as
alteracdes nos tecidos linfoides secundarios sé&o graduais no curso da LV, com

hiperplasia seguida por atrofiada da zona do manto e da zona marginal
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(VERESS et al., 1977), substituicdo de foliculos por depésitos hialinos amorfos (VERESS
et al.,, 1983), com consequente atrofia da PB (SANTANA et al., 2008;SANTOS et al.,
2016).

As alteragcbes morfolégicas podem determinar anormalidades na resposta imune,
evidenciadas em estudos com LVC, quando se constatou a importancia da rede da FRC,
seja direcionando a migracdo de células T, seja modificando o comportamento destas
células na zona de células T. Outros estudos de LV em cées ja mostraram associacao
entre alta expressdo de laminina e remodelacdo da matriz extra celular (MEC) e
sugeriram que a laminina pode estar envolvida em todos os estagios da infeccao,
incluindo a fase de invasédo dos parasitas. (SILVA et al., 2018).

Alteracbes imunes com diferencas em populagdes celulares e expressao de
moléculas imunes ja foram registradas na LV. As citocinas e quimiocinas sdo essenciais
na resposta imune celular, com capacidade de prevenir a invasdo de parasitas, pois
participam de muitos eventos bioldgicos, como resposta imune inflamatoria, remodelacéo
do sistema imune e reparacdo dos tecidos. A LV deteriora o estado imunolégico do
hospedeiro, com instabilidade e desproporcao de citocinas pro e anti-inflamatérias.

A ineficiente resposta de células T CD4+/CD8+ esta vinculada a progressao da
doenca. Outras células com papel igualmente importante, além das que atuam na
resposta imune adaptativa, sdo as da resposta imune inata, como as células dendriticas
(CDs), macréfagos, neutréfilos e eosinofilos que regulam a entrada inicial de parasitas e
também atuam liberando citocinas que controlam a proliferagdo do parasita.
(BHATTACHARYA et al., 2012). Segundo trabalho de Rodrigues et al., na LV ha marcada
perda de resposta das células T e auséncia de producéo de IFN-y- Leishmania especifico
pelas células mononucleares do sangue periférico. No entanto, nos tecidos e plasma de
pacientes com LV, as expressdes de IFN-y e TNF-a sdo reguladas positivamente.
(RODRIGUEZ-CORTES, 2016).

Engwerda e outros (2014) também afirmam que as maiores lesdes se apresentam
no baco em consequéncia da perda de populacdes celulares especificas, bem como por
alteracdes no microambiente esplénico, o que provoca a incapacidade em desenvolver
respostas imunes. A infecgéo persistente pode resultar de falhas na ativacao da resposta
imune celular, consequentes a desorganizacéo arquitetural do baco e de um ambiente
com forte expressao de citocinas Th2. Ha a incapacidade de macrofagos esplénicos em
recrutar linfécitos T citotoxicos (CD8), células NK e de
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efetivar suas acdes leishmanicidas. Isso poderia explicar a maior carga parasitaria
encontrada no baco. Na figura 4 € mostrada a sequéncia de eventos na desorganizacao
do baco. (MOREIRA et al., 2018; HERMIDA, 2018).
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Figura 4. Sequéncia de eventos proposta na desorganizacdo do bago.

(A) Bagco normal com compartimentos de polpa branca e vermelha bem definidos: polpa vermelha
(RP) com uma populagao mista de leucécitos com linfocitos, macréfagos e alguns plasmacitos.
Zona marginal (MZ) contendo linfécitos e macrofagos. Foliculo linfoide (LF) contendo linfécitos e
células dendriticas foliculares. Bainha de linfécitos periarteriolares (PALS) contendo
principalmente linfocitos. A integridade dos compartimentos do baco é dependente de
guimiocinas como CCL19 e CCL21 (PALS), CXCL13 (LF). (B) Apos a infeccao por Leishmania,
macréfagos contendo amastigotas sédo observados nos diferentes compartimentos do baco. (C)
A estimulacdo antigénica e a ativagdo das células B policlonais levam a hiperplasia da polpa
branca e ao acumulo de células plasmaticas na PV. (D) A apoptose das células dendriticas dos
linfocitos T e foliculares leva a uma reducdo da expressdo da quimiocina CXCL13 e a
desorganizacado da polpa branca. Altera¢6es inflamatérias da polpa vermelha aumentam o fator
de ativacdo das células B (BAFF), a expressao do ligante indutor de proliferacéo (APRIL) e da
guimiocina CXCL-12, favorecendo o homing e a sobrevivéncia das células plasmaticas
(HERMIDA, 2018).
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Em estudos com camundongos, observou-se que Células Dendriticas (CDs)
maduras estédo presentes na PALS e secretam IL-12 que promove resposta protetora de
células T. Também em estudos com camundongos infectados com L. donovani, foram
detectadas células T CD4 esplénicas especificas do parasita, ativadas, ja no primeiro dia
apos infecgéo e, nas primeiras semanas, 0 aumento no nimero dessas células € muito

grande, o que contribui para a esplenomegalia inicialmente (RODRIGUES et al., 2016).

A LV é conhecida por ter uma resposta imune mista, Th1/Th2 e hoje j& se sabe
que as células T se diferenciam em subpopula¢des, como células T CD4, CD8 e células
T Natural Killer (NK), que podem, estar envolvidas na imunologia da LV
(BHATTACHARYA et al., 2012).Reina e colaboradores (2018) argumentam que a
manutencdo da infeccdo em determinados 6rgdos, como o0 baco, possa resultar, em
parte, de uma subpopulacéo de células CD4 atuarem como células T regulatorias (Reina
et al.,2018).

Apbs a infeccdo, ha uma enorme proliferacdo de células T CD8, podendo atingir
um namero até 10 vezes maior, em 2 meses. Estas células so ativadas pela IL-12 e INF
tipo 1, e regulam positivamente a T-bet e a Eomesodermin (Eomes), com consequente
producdo de citocinas tipo 1, como IFNg e TNF, além de granzimas e perforinas,
moléculas citotoxicas. As células T CD8 promovem a lise de macrofagos infectados,
quando ativas, porque reconhecem 0s antigenos estranhos presentes na superficie
destas células. A perforina destréi a célula alvo e induz diretamente a fase efetora de
apoptose. Marques e colaboradores (2018) observaram que o figado e o baco de cées
infectados com LV apresentaram apoptose linfoide significativa e sugerem que esta
contribui para a sobrevivéncia do parasita nesses 6rgdos, devido a ativacéo deficiente
da imunidade celular (RODRIGUES et al., 2016; MARQUES et al., 2018).

As células B sdo, sabidamente, produtoras de anticorpos e, podem, também,
produzir citocinas e apresentam subconjuntos na dependéncia das citocinas que liberam.
Um subconjunto destas células sdo as B reguladoras (Breg) que estdo associadas a
imunossupressao, na LV. Atuam restringindo o excesso de resposta inflamatéria e
podem facilitar a sobrevivéncia de patdgenos, particularmente nos estagios iniciais da
infeccdo. Assim, subsequentemente, podem causar maior gravidade da doenca, inibindo

a ativacao inflamatoria de células T e macréfagos,
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principalmente pela producéo de IL-10, por macréfagos, que € uma importante citocina
supressora que inibe a IL17, com exacerbacdo da doenca. As células Bregs oferecem
protecdo contra a resposta hiperinflamatoria nas infec¢cdes parasitarias e também
promovem a inibicdo de células CD4 ativadas e o recrutamento de células Treg (MAURI
et al.,2012; RASHMI, 2012; DAI et al., 2017).

A populacdo de células Thl7 atua de varias formas durante a leishmaniose
visceral e pode ser fundamental para uma resposta imune eficiente envolvendo as
células NK, bem como células TCD4, TCD8 e T reguladoras (Treg). A interleucina 17 (IL-
17), um subconjunto de Th17, age na estimulacdo do recrutamento, migracao e ativacao
de neutroéfilos. (BHATTACHARYA et al., 2012). Ja foi descrito que a reducéo e IL-17, por
reducdo de seus receptores, estd associada tanto a menor producado de INFg quanto ao
menor nimero de células T CD4 esplénicas secretoras de INFg. A IL-17A e o INFg agem

em sinergismo estimulando a producao de oxido nitrico (NO) por macrofagos infectados.

As células do grupo Th17 séo induzidas pelas citocinas IL-6, IL-23 e TGF que
ativam o transdutor de sinal e o ativador da via de transcricdo (STAT) 3. Tais células
produzem as interleucinas IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 e atuam no desenvolvimento de
neutroéfilos, como ja referido neste trabalho (BHATTACHARYA et al., 2012).

Estudos em LV humana sugeriram que estas citocinas Th17 junto com as citocinas
Thl sdo complementares na resposta imune; a IL-21 esta envolvida na expansédo das
células T produtoras de IL-10, facilitando as doencas. Estudos mostram que as células
Th17 ndo exercem apenas um papel puramente protetor/pré- inflamatério, ja que a IL-
27, que atua de forma supressora nos subconjuntos Thl, Th2 e Th17, tem sido implicada
na producdo de IL-10 a partir de células Trl e na inibicdo de células T efetoras
(BHATTACHARYA et al., 2012; De LIMA, et al., 2006).

Outra citocina importante, a IL-10, é encontrada em células esplénicas, linfonodos,
medula 0ssea e sangue de pacientes com LV. Esta citocina pode ser produzida por varios
tipos de células como T CD4, T CD8, células B, células NK, macrofagos e CDs. A IL-10
€ capaz de desativar os mecanismos leishmanicidas de macréfagos, reduzir a expressao
de moléculas co-estimuladoras e a expressado de MHC e, ainda, reduzir a secre¢éo de
IFNg por células T e inibir a migracdo das CDs para as zonas de células T
(BHATTACHARYA et al., 2012; De LIMA, et al., 2006).
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Ha evidéncias de que a IL-10 também possa ser produzida por células T helper
1 (Thl) secretoras de interferon gama (INF IFNg) na LV crénica. Em estudo em
camundongos, observaram-se células T CD4 esplénicas INFg+IL-10+, em pequena
percentagem do total de células esplénicas T CD4, ou seja, células duplo-produtoras.
Estudos mostraram que IL-21, derivada de células T, e IL-27, derivada de células
mieloides, induzem a producgdo de IL-10 em células T CD4. As CDs infectadas séo

apontadas como promotoras da mudanca regulatoria das células T CDA4.

O ambiente supressor pode ser continuamente alimentado via sinalizacao de IL-
10, com maior secrecdo de IL-10 e de IL-27 por macrofagos infectados. A expressao de
IL-10 por células Thl é um evento que parece controlar o excesso de ativacdo que pode
ser deletério para o paciente com LV.A producédo de IL-10 pelas CDs limita a IL- 12, com
consequente retardo na expansao e na funcao das células T CD8, autenticando o papel
supressor das CDs e da IL-10 na LV. (RODRIGUES et al., (2016).

Estudos j& mostraram que as CDs esplénicas produzem, logo apés a infeccao,
citocinas da familia IL-12, como a IL-23p19 que pode se associar a IL-12p40 e formar a
IL-23 ativa, em conjunto com outras citocinas contidas no tecido esplénico com LV, como
0 TGF-b, IL-6 ou IL-1b. A IL-23 induz a diferenciacao de células T CD4 virgens em células
Th1l7, ou seja, células T CD4 regulatérias. A célula Treg também é fundamental nesta
resposta, conforme mostram estudos com o subgrupo Th17 responsavel por diversas
acOes na resposta imune durante a LV. As células Treg tém sido apontadas como
secretoras de IL-10 e também envolvidas tanto na progressdo da LV como na

patogénese da leishmaniose dérmica pds-kalazar (PKDL).

A PKDL ¢é determinada pela resposta imune a parasitas na pele que
provavelmente persistiram no episédio anterior de LV, e tem uma posicéo intermediaria
com uma dissociacdo da resposta imune entre a pele e as visceras, com um tipo de
resposta Th2 e Thl, respectivamente. Varios fatores de risco para a PKDL podem
influenciar isso, como tratamento incompleto e inadequado da LV, resisténcia ao parasita
e fatores genéticos. Trabalhos evidenciam o aumento de células Treg no local da
infeccéo e sua correlagcdo com os niveis de IL-10 e a carga parasitaria (BHATTACHARYA
et al., 2012; RASHMI et al., 2012; ZIJLSTRA et al., 2016).

A 1L10 é referida como a principal citocina responsavel pelas alteracbes

esplénicas que ocorrem na LV crbnica. Em estudos sobre a PKDL, pode se constatar
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que ha maior expresséo de IL10 e IL4, além de posterior aumento de secrecdo de IFNg
ativado pela IL10. A IL12, influencia a producdo de IFNg e sua menor expressao foi
associada a perda da resposta linfoproliferativa que é entendida como uma falha na
resposta ao antigeno de Leishmania. O IFNg, por vezes, pode também ter um papel
inverso, e potencializar a doenca. (BHATTACHARYA et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2016).

A interleucina 6 (IL6) € uma citocina geralmente considerada pré-inflamatéria
atuando na resposta ativa durante a LV e a PKDL, mas esta relacionada tanto a
diferenciagdo em resposta Th2 como resposta Thl e, ainda, com diferenciagdo em
células Th17, promovendo um equilibrio das repostas de células T. (BHATTACHARYA
et al., 2012). No entanto, também possui atividade supressora inflamatoria e prejudica a
ativacao de macréfagos por inibir sua capacidade de producédo de TNF-a e IL-1. Ja foi
demonstrada que a producdo de IL-6 esta associada a progressao da LV, ativacao
policlonal de células B e hipergamaglobulinemia, além de aumento dos niveis de IFNg
circulante (ANDARGIE et al., 2015; De LIMA, et al., 2006).

O fator de crescimento transformador beta (TGF) e o fator de necrose tumoral de
citocina alfa (TNFa) também estdo envolvidos na patologia da LV (SAHA et al;
BHATTACHARYA et al.,, 2012). Macréfagos infectados produzem TGF-B que esta
associado a inibicdo da producédo de IFN-y e inibicdo da ativagao de macréfagos, ou seja,
facilitador da progresséo da doenca e também é apontado como regulador da resposta
de células T patdgeno-especificas e a tendéncia destas a apoptose, nas infeccfes

cronicas.

O TNFa e seu receptor TNFR também estdo associados a PKDL e a doencga renal
cronica em pacientes com LV. Esta citocina causa alteracdes na ZM esplénica, o que
altera o trafico celular, com prejuizo das fun¢des de células T e de CDs. As CDs, com a
migracao prejudicada, passam a expressar mais moléculas inibitérias e apresentam
defeitos nos estagios posteriores da infeccdo. (RASHMIJ, 2012; BHATTACHARYA et al.,
2012).

Na coinfeccdo LV/HIV, ambas as infeccbes se potencializam entre si, com
evidente facilitacdo de outras infeccdes oportunistas. E estimado um aumento de 100 a
2320 vezes no risco de desenvolver LV nos portadores de HIV, bem como de estimular

o0 desenvolvimento de leishmaniose recidivante e resistente a medicamentos em areas
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endémicas (ANDARGIE, 2015). H& o envolvimento de diferentes células T, com maiores
niveis de CXCR4, que é um co-receptor do HIV, e menor contagem de células

T. A menor expressao de células TCD8+CD18+CD45R0O+ esta associada a LV aguda e
as células T NK que desempenham um papel regulador na resposta imune a LV,
produzem IFNg. (LINDOSO et al., 2018).

O HIV e a Leishmania infectam e se multiplicam em macrofagos e células
dendriticas, causando uma resposta imune muito deficiente. Ja se demonstrou que a
infecgdo por L. infantum induz a maior secre¢éo de varias citocinas, dentre elas a IL- 1q,
IL-2, IL-6, IL-10 e TNF-a, nessas células, e o aumento na replicacdo do HIV-1 se deve a
IL-6 e a0 TNFa, associado a aumento da viremia e reducéo de células T CD4. O HIV
provoca alteracdes na resposta de macréfagos e CDs, com maior producédo de citocinas
imunomoduladoras, como o TGFB, o que pode explicar o aumento da replicacédo da
Leishmania. Também altera a resposta de células T com reducéo da producéo de IFNg
frente ao antigeno de Leishmania (ANDARGIE, 2015).

Também j& se detectou a imunossenescéncia, ou seja, a exaustdo da resposta
imune, com células CD4 e CD8 senescentes, com funcfes ineficientes e, por isso,
incapazes de debelar a infec¢do. A superestimulacéo crénica, LV-HIV, induz aceleracdo
da progressao do HIV para AIDS, e maior esgotamento das células envolvidas na
resposta imune. Mesmo com tratamento adequado, 0s coinfectados apresentam
aumento do numero de linfocitos CD38+CD8+, que indica ativacao celular, e também

aumento de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF, IL6 e IL17, entre outras.

Observou-se, ainda, que os pacientes coinfectados apresentam aumento de
moléculas inibidoras na superficie das células T CD4, o que leva a um desequilibrio entre
as células Treg e a ativacdo imune, e persisténcia de uma carga parasitaria residual,
mesmo com 0 sucesso do tratamento contra a leishmaniose. Desse modo, os pacientes
coinfectados, como ja citado aqui, apresentam, muitas vezes, sinais e sintomas
incomuns que podem levar ao atraso no diagnéstico de LV, com consequente maior
gravidade, o que determina maior letalidade e mais recidivas do que nos pacientes néo
HIV (LINDOSO et al., 2018).

Nas infeccbes cronicas hd a exaustdo de células T, que significa uma grande
deplecao funcional destas células, consequente a resposta imune ineficaz, a longo prazo,

e aumento da carga de patdogenos. Na exaustdo, um dos primeiros fenbmenos &
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a extingédo da producéo de fatores efetores, como a IL-2, e 0 TNF-a, mas a produgéo de
IFN-y e alguma atividade de citotoxidade, mais resistentes a inativacdo, permanecem.
Células T severamente exauridas podem sofrer delecdo por apoptose, que pode resultar
de muitas alteracdes incluindo a expressdo de elementos pré e anti- apoptoticos e
auséncia de resposta a citocinas reguladoras de células T.

Exaustéo é um processo gradual e progressivo, que se deve a varios mecanismos
que regulam as atividades celulares, expressédo de moléculas de adeséao, de receptores,
e suscetibilidade a apoptose. Varia¢des na intensidade da ativagdo antigénica, tempo de
exposicao ao antigeno, disponibilidade de células T CD4, expresséao de citocinas e acéo
de receptores, bem como o0s niveis localizados de antigeno viral e a
compartimentalizagdo das células T podem determinar diferentes graus de exaustdo. A
figura 5 mostra o esgotamento de células T e a cinética das moléculas envolvidas (Y, J.
S. et al.,2010).

As células TCD4, durante a resposta inflamatéria, atuam de diversas formas:
ativam células dendriticas, secretam quimiocinas e citocinas que orientam células T
naive aos orgaos linfoides secundarios e células T ativadas para o local da infeccao.
Estas citocinas, como a IL-2 e a IL-21,estimulam diretamente as células TCD8, e, por
isso, qualquer anormalidade nas células TCD4, como exaustdo funcional e/ou delecéo,
que ocorrem em algumas infec¢cdes como o HIV-1, ir4 resultar em ineficiéncia das células
TCD8, como a interrupgao na producgéo de citocinas e respostas ineficientes (YI, J. S. et
al., 2010).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yi%2C%2BJohn%2BS
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yi%2C%2BJohn%2BS
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yi%2C%2BJohn%2BS
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yi%2C%2BJohn%2BS
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I Inhibitory receptors
I Surface markers
BLIMP-1 . Effector activities
Transcription factor

Figura 5. Esgotamento de células T: caracteristicas, causas e conversao.

Conforme aumenta a exausté@o das células T, mais alterag6es fenotipicas e funcionais ocorrem.
As células T exauridas expressam matrizes de moléculas inibidoras e padrbes distintos de
receptores de citocinas, fatores de transcricdo de moléculas efetoras, que distinguem essas
células das efetoras convencionais, de memoria e T. Estas alteragfes aqui representadas séo
apenas um pequeno subconjunto das altera¢des gerais que se manifestam quando o estado de
exaustao se desenvolve. Figura Adaptada (Yl, J. S. et al., 2010).

Apesar de enormes avangos no entendimento da estrutura e funcdes esplénicas,
com brilhantes descobertas sobre suas populacfes celulares e as muitas moléculas
envolvidas nas respostas imunes, como na LV, muito ainda se tem a pesquisar e
experimentar para que se possa chegar a definigbes mais precisas e objetivas para se
alcar voos mais altos em direcdo a prevencao e cura de muitas doengas que tém o bacgo

como o 6rgao chave em sua patogénese.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yi%2C%2BJohn%2BS
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2 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral é uma doenca que tem alta taxa de morbidade e
mortalidade, com alguns casos de ndo resposta ao tratamento clinico convencional. No
Brasil, o nUmero de casos da doenca € crescente e a taxa de 6bitos chega a 8,8%,

mesmo com tratamento.

Este estudo analisa e compara os padrdes de citocinas em bacos humanos de
portadores de LV grave e bacos de individuos sem LV, detectando as principais
diferencas e semelhancgas de forma a identificar dados relevantes sobre as alteragdes
das populacdes celulares e de citocinas que ocorrem no bago com LV, em humanos com

formas graves da doenca.

Supomos que a desestruturacdo da polpa branca esplénica est4 associada com
a redistribuicdo de populacdes celulares imunocompetentes do baco e,
consequentemente, a resposta ineficiente a infec¢des bacterianas e o estabelecimento
de inflamacao crénica, observados na LV grave, como as ja descritas em modelos

experimentais com murinos e caninos.

Raros sdo os estudos sobre tais alteracbes em bacos humanos com LV,
especialmente na LV grave, como este onde analisamos algumas populacdes celulares,
com deteccéo de plasmocitose, hiperplasia e atrofia de polpa branca (PB), e, também,
analisamos citocinas cujos resultados podem levar a maiores conhecimentos sobre a

resposta imune esplénica.

Deste modo, o presente trabalho visa contribuir para um melhor entendimento das
etapas de evolugcédo da doencga, avaliar as interacdes entre o hospedeiro e o parasita e

detectar quais sao as efetivas respostas celulares frente a infeccdo em humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar se as alteragdes de fendétipos dos leucécitos e expressdo de citocinas
presentes em bacos humanos com formas graves de LV sao relevantes como as que

ocorrem em cées, ja descritos em trabalhos anteriores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i.  Definir as alteracfes estruturais dos compartimentos do baco de pacientes

com formas graves de LV;

ii. Examinar a distribuicdo de populacdes celulares entre bacos de pacientes
sem LV e bagos com LV grave;
iii.  Examinar a expressao de citocinas dos bacos de pacientes sem LV e com

LV grave.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO EM ESTUDO

Este € um estudo de corte transversal, com uma populacdo de conveniéncia,
composta por pacientes com LV persistente ou recidivante, coinfectados ou ndo com
HIV, em tratamento no IDTNP, entre 2008 a 2016, que foram esplenectomizados e
aceitaram participar do estudo; e pacientes esplenectomizados apds trauma ou apos

cirurgia de pancreatectomia parcial, para o grupo de casos controle.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO NO ESTUDO

Este € um estudo baseado em 10 amostras de bacos humanos coletados de
esplenectomias realizadas entre 2012 e 2016. Trés bacos oriundos do Hospital Alianca,
Salvador, Bahia, produtos de esplenectomias, duas delas em pacientes pos trauma e
uma delas em virtude da técnica cirurgica, por pancreatectomia parcial devida a leséo

benigna. Estes trés bagos serviram como casos-controle.

Outros sete bacos foram obtidos do Instituto de Doencas Tropicais Nathan Portela
(IDTNP), Teresina, Piaui, e resultaram de esplenectomias em portadores de
Leishmaniose Visceral (LV) grave, ndo responsiva a tratamento clinico convencional.
Destes sete bacos de portadores de LV, seis sdo de coinfectados com o virus da

imunodeficiéncia humana (HIV).

4.3 DIAGNOSTICO DE LV

Para o diagnéstico de LV foram observados sinais e sintomas da doenca
associados a, pelo menos, um teste laboratorial, conforme segue:1. Demonstracéo direta
do parasita em esfregaco de material de puncéo aspirativa da medula 6ssea corado com
corante de Giemsa e observado em microscopio 6tico no aumento de 1000x; 2. Cultura
do material obtido de puncdo da medula 6ssea semeado em meio de cultura bifasico de
Novy-Mac Neal-Nicole—-NNN.
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Para a identificacdo de formas promastigotas no sobrenadante do meio de cultura,
foram feitas analises ap0s 2, 3, 7, 14, 21 e 28 dias da semeadura. Foram consideradas
negativas as culturas que néo apresentaram formas promastigotas apés 28 dias. Foram
considerados com LV Crbnica os individuos que apresentaram mais de 6 meses de
sinais e sintomas da doenca apds o término do tratamento especifico inicial (anfotericina
B lipossomal por 14 dias na dose de 3mg/kg/dia, ou de medicacao alternativa) e tiveram
a presenca de parasitas na medula 0ssea. Estes procedimentos foram realizados no

IDTNP, em Teresina, Piaui.

4.4 DIAGNOSTICO DE HIV

Para deteccao da presenca de HIV foram considerados portadores do virus os
pacientes com 2 testes ELISA (ensaio de imunoabsor¢cao enzimatica) positivos e teste
rapido positivo para HIV1/2 (Alere, Livermore, CA, USA) realizado em amostra de sangue
obtidas por puncéo da polpa digital. Estes procedimentos foram realizados no IDTNP,

em Teresina, Piaui.

4.5 ANALISE HISTOLOGICA.

4.5.1 Caracterizacdo da Amostra

Foram estudados 7 bacos obtidos de esplenectomias de portadores de LV grave,
2 bacos de esplenectomias pdOs-trauma e 1 baco de esplenectomia devida a técnica
cirirgica em pancreatectomia parcial por neoplasia cistica benigna. Estes ultimos 3

bacos referidos, serviram como grupo controle, sem LV.

4.5.2 Preparo das Amostras

Segmentos de baco foram fixados em formalina &cida a 10%, depois foram
selecionadas 1 ou 2 sec¢bes de cada um, com cerca de 1cm? de area e 0,3 cm de
espessura. Estas secc¢des foram processadas com banhos em alcool, xilol e parafina,
emblocados em parafina, cortados com 4,0 um de espessura, colocados em laminas de

vidro (para microscopia), reservadas em estufa por cerca de duas horas a
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58°C.Depois foram coradas com hematoxilina e eosina e montadas recobertos com
balsamo do Canada e com laminula de vidro, para serem observadas ao microscépio

otico convencional.
4.5.3 Analise Histologica

Plasmdcitos, porcentagem de PB - a andlise foi focada nas altera¢des do tecido
linfoide esplénico, a polpa branca (PB), e na contagem de plasmdécitos da polpa vermelha
(PV), realizada por dois patologistas (WLCS e SSM).

4.5.4 Classificagao dos Tipos de Baco

Para definigcdo das alteragdes da PB esplénica, foi utilizada a classificagdo em trés
tipos de acordo com a organizacdo histoarquitetural do baco, baseada em critérios
definidos por Santana et al. (2008), assim descritos: baco tipo 1 —bem organizado, com
boa definicdo das regides da PB: centro germinativo (CG), zona do manto, zona marginal
(ZM) e bainha periarteriolar (PALS);baco tipo 2 — pouco desorganizado, com apagamento
dos limites entre as regides da PB; baco tipo 3 — moderadamente ou muito

desorganizado, com pouca ou nenhuma definicdo dos limites e/ou regibes da PB.

SPLEEN TYPE 1 SPLEEN TYPE 2 SPLEEN TYPE 3

Well-organized white pulp with a | Slightly disorganized white pulp with | Moderately to extensively
easily discernible  peri-arteriolar | either hyperplastic or hypoplastic | disorganized white pulp with evident,
lymphocyte sheath, germinal center, | changes leading to a loss in definition | but poorly discernible or indistinct

mantle zone and marginal zone. of the boundaries between the white | regions. Follicular structure was
pulp regions. barely distinct from the red pulp and
T-cell areas.

RP =red pulp; WP =white pulp;  LF = lymphoid follicle; ~ MZ = marginal zone; P = peri-arteriolar lymphocyte sheath

Figura 6. Tipos de Baco
Figura Adaptada (HERMIDA et al., 2018)
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4.6 IMUNOHISTOQUIMICA

4.6.1 Captura das Imagens Obtidas das Laminas com Seccdes de Baco

Imagens das secbes de bacos tratados com os diferentes anticorpos foram
capturadas em uma resolugéo de 1.280 x 1.024 pixels usando um sistema de camera de
video digital Evolution LC (Media Cybernetics, Estados Unidos), acoplado a um
microscopio o6ptico (CX41, Olympus, Japdo). A contagem das células marcadas
(positivas) e o valor de cada area selecionada (dez areas /campos da lamina com cada
anticorpo) foram adquiridos com o software Image Pro Plus versao 7.0 (Media
Cybernetics, Estados Unidos).

4.6.2 Imunofenotipagem de Células e Mensuracédo da Expressdo de Citocinas e outras
Moléculas nas Amostras de Baco

Foram colocados cortes de bago com 4um de espessura, em laminas tratadas
com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, Estados Unidos); estas secfes foram
desparafinizadas com xileno, reidratadas com concentracdes decrescentes de etanol e
lavadas com hidroxido de ambnio a 10% e etanol a 70% por 15 minutos, para remocéao
do pigmento de formaldeido. Para bloqueio da peroxidase enddgena, as secc¢bes de
tecido esplénico foram tratadas com peroéxido de hidrogénio a 0,5% em metanol, por 30
minutos. A etapa seguinte foi a recuperagao antigénica com 0,1% de tripsina durante 30
minutos. Para bloqueio de reacdes inespecificas, as laminas foram incubadas com soro
de coelho a 5%, por 30 minutos, diluido em PBS (solu¢éo salina tamponada com fosfato
com NaCl 15 mM e fosfato de sodio 10 mM, pH 7,2). Durante 30 minutos, as laminas

foram mantidas incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos.

Para controle negativo, as secc¢des de baco foram tratadas com tampao ou com
imunoglobulina do mesmo isotipo de uma especificidade diferente a partir do anticorpo
testado. Na etapa seguinte, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas durante
30 minutos com anticorpo conjugado com peroxidase anti-cabra de coelho(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO United States).Ap0s as reacdes de peroxidade, as sec¢des foram
contra coradas com hematoxilina de Harrys. A analise da imunomarcacéo foi feita por
microscopia Otica, sendo considerado positivo o que foi marcado na cor marrom, no
citoplasma, ndcleo e/ou suas respectivas membranas. Detalhes de titulagcdo, clone e
fabricante dos anticorpos utilizados foram definidos previamente e estdo sumarizados na
tabela 1.



Tabela 1. Relacao dos anticorpos utilizados.
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Marca/cédigo Sistema de revelacao Marca
IL1 beta RD Systems/AF201NA Polink/GBI
IFN gama RD Systems/MAB285 Polink/GBI
Caspase 3 Biocare/CP229 Polink/GBI
IL4 RD Systems/AF204NA Polink/GBI
IL6 Proteintech/21865-1 Polink/GBI
IL10 RD Systems/AF217-NA Polink/GBI
IL17 RD Systems/AF317-NA Polink/GBI

TGF beta ABCAM/ab66043 Reveal/Spring

TNF alfa Biorbyt/orb18076 Polink/GBI
Foxp3 ABCAM/ab99963 Polink/GBI

CD3 Policlonal rabbit Dako

Cbh4 Clone 4B12 Dako

4.7 MORFOMETRIA

Todas as laminas deste estudo foram escaneadas em Scanner de laminas
Olympus VS-100, em objetiva de 20 vezes e, para a visualizacao destas e separacao
dos campos da PB e da PV a serem estudados, foram utilizados os programas Olyvia
em conjunto com o Image Pré plus 7.0 (Media Cybernetics, Estados Unidos), com

ampliacdo da imagem a 100%.
4.7.1 Contagem de Plasmécitos

A contagem do numero de plasmécitos na PV foi realizada pelos dois patologistas
através da analise de 10 campos da PV, o primeiro deles sendo o de maior numero de
plasmacitos e 4 outros campos em torno a este primeiro campo. Outros 5 campos foram
escolhidos dessa mesma maneira, totalizando 10 campos. A contagem foi feita através
do programa Image Pro6 plus 7.0 (Media Cybernetics, Estados Unidos), bem como a soma

dos valores obtidos dos dez campos, para cada um dos dez bagos estudados.
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4.7.2 Quantificacdo do Percentual de PB em Relacédo a PV

A quantificacéo do percentual da area de PB foi feita através do Programa Image
Pré plus 7.0(Media Cybernetics, Estados Unidos); dos cinco campos selecionados de PB
de cada amostra de baco, foi feita a soma das medidas das areas dos 5 maiores foliculos
linfoides, com as respectivas PALS e ZM, e o valor obtido foi dividido pela area total de

cada um dos cinco campos.

4.7.3 Contagem das Células Marcadas com Anticorpos

A contagem de células marcadas para os anticorpos discriminados, na polpa
vermelha e na polpa branca, foi morfometricamente estimada utilizando o software
Imagem Pro Plus versao 7.0 (Media Cybernetics, Estados Unidos).

Para a contagem das células marcadas (positivas), das laminas tratadas com cada
anticorpo, foram selecionadas cinco areas ndo sobrepostas da PV — quando aplicavel,
escolhendo-se uma area com maior quantidade de células marcadas pelo anticorpo e
outras quatro areas adjacentes, a direita, esquerda, superior e inferiormente a primeira
area; em alguns casos, com poucas ceélulas positivas para o anticorpo, procurou-se
selecionar areas com tais células presentes. Na PB, foram selecionados os cinco
maiores foliculos, na maioria dos casos. Em poucos casos, onde a PB se apresentava
muito atrofica e/ou desorganizada e de dificil delimitacdo, foram selecionadas areas com
maior representacéo da PB.

A contagem de células positivas marcadas por anticorpos, foi contabilizada para
obtencéo da densidade celular em cada um dos 10 campos, 5 da polpa vermelha e 5 da
polpa branca; foi feita pelo célculo da razdo entre o nimero de células marcadas

(positivas) em cada campo e a medida da area total de cada campo, em mm2,

4.7.4 Dados Clinicos dos Pacientes com LV

Os dados clinicos dos pacientes com LV foram coletados dos prontuarios do
IDTNP. Foram selecionados os dados mais relevantes relacionados a LV e HIV,
conforme tabela 2, quer seja: Palidez/anemia, Perda de peso, Astenia, Tosse, Febre,
Desnutricdo, Diarréia, Esplenomegalia, Hepatomegalia, Sangramento, Ictericia,
leucopenia, Trombocitopenia, Hemograma — hemoglobina, Creatinina, Carga viral,
Contagem de CD4/mm3, Bilirrubina, TGO, TGP; tempo de diagndstico — LV, HIV, género,
idade.
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4.8 ANALISE E EXPRESSAO DE RESULTADOS

A analise dos dados foi feita através dos programas GraphPad Prism 5.02 e
Excel. Para expressar os resultados foram utilizados valores absolutos ou relativos
(percentuais) e dados descritivos dispostos em gréaficos e tabelas. Em virtude das
caracteristicas da amostra, com pequena representacdo de casos e controles, este
estudo tem um carater descritivo, para geragcédo e confirmacéo de hipéteses, mas sem

permitir estatistica analitica.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS DADOS CLINICOS

Na tabela 2, estédo dispostos os parametros clinicos e laboratoriais considerados

importantes na coinfec¢cdo LV-HIV, os quais foram coletados dos pacientes portadores

de LV esplenectomizados no IDTNP. Dentre os parametros observados, destacam-se

semelhancas e diferencas entre os 7 bacos analisados:

Sexo: predominio do sexo masculino; seis do sexo masculino e 1 feminino;
Tempo de diagnostico de LV: o paciente sem HIV tem o menor tempo de
diagnéstico de LV; ha predominio de maior tempo de doenca entre 0s pacientes
com bacos tipo 2 e tipo 3 — 0s que tem alteracdes arquiteturais;
Tempo de diagnéstico de HIV: um dos pacientes com baco tipo 1 nédo é
coinfectado com HIV; ha predominio de maior tempo de doenca entre os pacientes
com bacos tipo 2 e tipo 3;
Sintomas:
- tosse: trés dos sete pacientes apresentaram este sintoma, cada um com um
tipo de baco;
- febre: trés dos sete pacientes apresentaram este sintoma, cada um com um
tipo de baco;
- diarreia: trés dos sete pacientes apresentaram este sintoma, cada um com um
tipo de baco;
Sinais:
— hepatomegalia: apenas o paciente nao coinfectado nao apresentou este sinal,
nao houve correlacdo direta entre o valor mensurado e a gravidade da doenca,
gue em nosso estudo foi baseada no critério de tipos de baco, tendo em vista
gue maior desorganizacéo do baco esta associada a maior gravidade da LV,
- esplenomegalia: presente em todos os pacientes, e também sem correlacao
direta entre o valor mensurado e a gravidade da doenga, que em nosso estudo
foi baseada no critério de tipos de baco, tendo em vista que maior

desorganizacao do baco esta associada a maior gravidade da LV;
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Peso do baco: ndo houve correlacdo entre o peso do baco e a gravidade da LV;
o paciente sem HIV, com baco tipo 1, apresentou uma grande esplenomegalia
com baco pesando 1066g, enquanto que um dos pacientes com baco tipo 3,
apresentou baco com 600g;
Carga viral: todos os pacientes coinfectados apresentavam carga Vviral
indetectavel,
Contagem de CD4 inicial e pré-cirdrgica: a contagem inicial (da data do
internamento) foi realizada em apenas 4 dos 6 pacientes coinfectados; em 2
pacientes (um com baco tipo 1 e outro com baco tipo 2), houve aumento da
contagem destas células e em 2 pacientes (um com baco tipo 1 e outro com baco
tipo 3) houve reducdo do niumero de células CD4;
Contagem de CD8 inicial e pré-cirirgica: estas contagens foram realizadas em 4
dos seis coinfectados; em 2 pacientes (um com baco tipo 1 e outro com baco tipo
3) houve aumento do numero de células CD8, e em 2 pacientes (um com baco
tipo 1 e outro com baco tipo 3) a contagem de células TCD8 teve reducao.
Contagem da proporcdo CD4/CDS8 inicial e pré cirdrgica: esta mensuracéo foi
realizada em 4 dos seis coinfectados; em 3 pacientes (dois com baco tipo 1 e um
com baco tipo 2) houve aumento dessa propor¢cao e apenas um paciente, com
baco tipo 3, apresentou reducao desta proporcao;
Outros achados:
- PKDL: dois pacientes coinfectados apresentaram esta dermatite, sendo um
com baco tipo 1 e um com baco tipo 3;
- Tuberculose pulmonar: um paciente com baco tipo 1, dentre os sete pacientes
(seis coinfectados) apresentou tuberculose pulmonar, que foi tratada e resolvida;
- Obito: dos sete pacientes, seis deles coinfectados, trés tiveram éxito letal; um
paciente com baco tipo 1, teve 6bito por hemorragia digestiva alta, apos
abandono do tratamento; outro 6bito ocorreu em paciente com baco tipo 2, que
abandonou o tratamento e, segundo relato de familiares, evoluiu para infec¢éo
generalizada a partir de ferimento no p€; o outro Obito foi em paciente com baco
tipo 3, que apresentou o maior bacgo dos 7 pacientes com LV (1.8829), e que foi
acometido por Pneumocistose que evoluiu para insuficiéncia respiratéria e obito.

A Pneumocistose comumente acomete pacientes com AIDS.
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Tabela 2: Parametros clinicos dos pacientes com LV
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5.2 CONTAGEM DE PLASMOCITOS NA PV

A contagem de plasmdcitos em dez campos da PV dos dez bacos apontou
importante plasmocitose nos bagos de portadores de LV, conforme demonstrado na

figura 7e 8.

Figura 7. A - bago do grupo controle, sem LV; B - bago com LV mostra evidente
plasmocitose.

Plasmoébcitos na PV

200 *

[ ]
§ 150+ bt
S
2
2 100- *
o
[«B}
=)

S 50
L J
0- - I
< &
c‘)@4 CJOQ
v v

Figura 8. Contagem de plasmadcitos em bagos de pacientes Com e Sem LV.
A contagem de plasmacitos é substancialmente maior no grupo de bacos com LV, a direita, em
comparagdo com os bagos sem LV.
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No proximo gréfico (Figura 9) & demonstrada a contagem dos dez campos de
PV em cada individuo, onde ha evidente plasmocitose nos portadores de LV, em

comparacao com os bacos de individuos sem LV, que séo do grupo controle.

N°PLASMOCITOS
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Figura 9. Contagem de Plasmocitos nos bagos de cada individuo correspondente aos
grupos formados.

Os trés da esquerda representam os bacos sem LV (grupo controle) e os sete a direita séo dos
bacos com LV.

5.3 PORCENTAGEM DA AREA DE PB EM RELACAO A AREA DE PV

A percentagem de PB em relacdo a PV teve tendéncia a reducéo nos bacos de
portadores de bacgos do tipo 2 e maior reducao, ainda, nos bagos tipo 3. Houve, ainda,
um aparente notavel aumento da percentagem de PB num dos bacos do tipo 1, ou seja,

baco organizado, mas com evidente hiperplasia da PB. Na figura 10 pode-se
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observar a distribuicdo da percentagem de PB nos dez bacos estudados, além de uma

tendéncia a atrofia nos bacos com LV, em comparacdo com o0s bagos sem LV.

% area PB
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controle controle controle baco tipobaco tipobaco tipobaco tipobaco tipobaco tipobaco tipo
1 1 1 2 2 3 3

o

Figura 10. Percentual De PB/PV.

O grupo controle, sem LV, a esquerda, e o grupo de bagos com LV, a direita, este com

tendéncia a atrofia da PB na maioria dos bagos.

5.4 DISTRIBUICAO DAS POPULACOES CELULARES E DA EXPRESSAO DE
CITOCINAS E OUTRAS MOLECULAS NA PB E NA PV ESPLENICAS

A marcacdo com os anticorpos ja referidos na metodologia, evidenciou diferencas

e similaridades nas contagens entre 0s grupos e, também, entre bacos do mesmo grupo

5.4.1 Analise Qualitativa das Populacfes Celulares Esplénicas

Os achados mais relevantes foram observados com os anticorpos nas marcagoes
abaixo descritas e ilustradas nas figuras:
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Figura 11 - marcagdo com anticorpos anti-CD4.

Células CD4+ (linfécitos T) — algumas células marcadas no centro germinativo e zona
marginal, isoladas e em pequenos grupos; escassas células na zona do manto. Raras
na PV,

CD8 PB -sem LV CD8 PB - com LV
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CD8 PV -sem LV CD8 PV - com LV

Figura 12 - marcag&o com anticorpos anti-CD8.

» Células CD8+ (linfocitos T) — escassas células marcadas na PALS e nos CG,
menor ndmero destas células na ZM; muitas células isoladas na PV. Este

anticorpo marca, também, células endoteliais dos sinusoides esplénicos;

CD20 PB -sem LV CD20 PB - com LV
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O o &

CD20 PV -sem LV CD20 PV -sem LV

Figura 13 - marcagdo com anticorpos anti-CD20.

= Células CD20+ (linfécitos B) — pequenos grupos ou células isoladas, positivas,

frequentes nos foliculos da PB e esparsas na PV.

5.4.2 Analise Qualitativa da Expresséao de Citocinas e Outras Moléculas

Em andlise:

» TNFa —células isoladas, na ZM e raras no CG e PALS. Na PV, células marcadas
em pequenos grupos;

» Foxp3 —células isoladas ou em pequenos grupos, predominantemente no CG, e
também presentes na PALS e ZM; células em pequenos grupos na PV;

= Caspase 3 — células marcadas isoladas ou em esparsos e pequenos grupos no
CGenaPV,

» |L10 - esparsas células isoladas e em pequenos grupos na ZM, PALS e PV;,

= |L17 — escassas células marcadas, isoladas, na ZM da PB e na PV.
5.4.3 Andlise Quantitativa das Populacdes Celulares Esplénicas

Na PB, ressaltam-se alteracbes nas populacdes celulares, com tendéncia a
reducdo do numero de células com fenotipo CD4+ e tendéncia ao aumento do nimero
de células com fenotipo CD8+, nos bacos tipo 3. Na PV também ouve alteracdes nas
populacdes celulares com tendéncia a reducédo do namero de células CD4+ nos bacgos
com LV, tipos 1, 2 e 3, enquanto que as células CD8+ apresentaram tendéncia a aumento
do numero, nos bacos tipos 2 e 3. As células de fenétipo CD20+ apresentaram tendéncia

a diminuicdo do percentual nos bagos tipos 2 e 3.
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Figura 14 - graficos com contagens de células marcadas com anti-CD4, anti-
CDS8 e anti-CD20.

5.4.4 Andlise Quantitativa da Expressao de Citocinas e Outras Moléculas

Na PB, a expressao de algumas citocinas revelou achados importantes, como a

expressao da Interleucina 17 (IL-17) que se mostrou diminuida nos bacos tipos 2 e 3. A

tendéncia da expressdo de Foxp3, um fator de transcri¢cao, revelou-se maior em bacos

tipos 1 e 3 e menor nos bacos tipo 2. Na PV, quanto a analise da expressao das citocinas,

destaca-se a contagem de interleucina 10 (IL10) que tendeu a reducao nos
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bacos com LV dos trés tipos, 1, 2 e 3. E a expressado de IL-17 apresentou tendéncia a

reducdo nos bacos com LV, principalmente nos bacos tipo 2.

As tabelas 4 e 5 mostram os nimeros de células marcadas, e as médias, na PB e

na PV, respectivamente. Para a mensuragdo das células marcadas com os anticorpos

anti CD-20 e anti-CD-79, foi captada a porcentagem de células marcadas, de acordo com

a cor, com o programa Image pro-plus 7.0. Nas demais marcagdes a contagem foi feita

célula a célula, com 0 mesmo programa.

Tabela 4 - Contagem das células marcadas com anticorpos na PB esplénica.

MARC/PAC  CD3 cD4 cD8 CD20%  CD68 CD79% CASPASE FOXP3  IFNG TGFB  TNFA  IL-1b IL-4 IL-6
controle P8 946,80 3295 199,75 62,83 18 79,0575 0 1 0,8 0 8,4 0 0
controle PB 171 9,8 19,2 32,94 71,8 37 1,4 2,8 0,6 0 5,8 0 0
controle PB 200,8 235,8 53,4 71,03 156 28,096 4,25 3 0 0 3 0 2,8
386,4 206,2 60,2 55 54,2 63 21,6 12,6 0 9,4 7 5,2 1,4
452,8 112 60,4 75,63 40,8 19,8 11,4 28,8 13,4 10,8 15,8 0 1,2
255,6 229,4 168,8 57 37,2 56 3,8 0 28,8 0 102,8 0 0
tipo 2 PB 589,6 188 60,4 51,502 9,4 23,074 10 91,2 0 50,8 47,6 0 0
tipo 2 PB 499,4 262,6 216,2 32 616 56,148 10,6 0 0,6 0 28,8 0 0
tipo3 PB 457,8 150,2 277,8 49,87 68 41,6 1 04 0 0 62,8 2,8 0
tipo3 PB 356,4 27,8 174,8 10 50,8 19 1,4 177,4 77,6 133,6 146,4 1,2 3,4
MEDCONTR 439,53 191,7 90,78 55,60 35,13 48,05 1,88 2,27 0,47 0,00 5,73 0,00 0,93
364,93 182,53 96,47 62,54 44,07 46,27 12,27 13,80 14,07 6,73 41,87 1,73 0,87
MEDTIPO2 544,5 2253 1383 41,751 79 39,611 10,3 0 0,3 25,4 38,2 0 0
MEDTIPO3 407,1 89 2263 29,935 59,4 30,3 1,2 88,9 38,8 66,3 104,6 2 1,7

Tabela 5 - Contagem das células marcadas com anticorpos na PV esplénica.

MARC/PA CD3 cD4 cD8 CD20% CD68 CD79% | CASPASE FOXP3 IFNG TGFB  TNFA  IL-1b IL-4 IL-6
controle PB 224,8 79,8 111,6 3,386 33 5,212 0 2,2 1 0 20 0 0
controle PB 161,6 1 14 5,04 192 0,0074 3,6 1 0,8 0 15 0 0
controle PB 144,2 108,2 87,2 5,324 98 3,928 7,4 0,6 0 0 13,8 0 10,4
150,2 51,8 43,6 4,3 165,2 11,6 4,6 90,2 14 33,4 78,4
289,6 0,8 67,6 4,184 159,8 0,05 0,4 90,4 31,8 28,8 70,4 0,2
191,2 34 77,2 12,2 110,6 9,2 3,6 0 41,4 0 68 0
tipo 2 PB 156,8 0 1308 0,634 199,2 4,43 2,8 30,2 0 3,6 50,8 0 0,4
tipo 2 PB 150,6 4,4 122,2 0,964 66,3 2,48 8,8 0 0,6 0 29,6 0 0
tipo 3 PB 343,6 2 2256 0,8 155,2 2,4 0,6 0 0 0 13 0,4 0
tipo 3 PB 322,6 9,2 119,4 2,8 105,4 6 1 83 53 108,4 153,2 5 4,3
MEDCONTR | 176,87 63,00 70,93 4,75 107,67 3,05 5,50 1,27 0,60 0,00 16,27 0,00 3,47
210,33 28,87 62,80 7,06 145,20 6,95 2,87 60,20 36,60 14,27 57,27 39,20 0,07
MED TIPO 2 153,7 2,2 126,5 0,799 133 3,455 5,8 15,1 0,3 1,8 40,2 0 0,2
MED TIPO 3 333,1 5,6 172,5 1,8 130,3 4,2 0,8 41,5 26,5 54,2 83,1 2,7 2,4
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24,13
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2,2
2,4
70,2
3,8
13,8
7,8
1,4

6,27
24,93
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1,4
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5,27
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0,4
6,9

IL-10
50,4
14,4

21,60
0,47

9,7
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18,25
85
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7,6
15,2
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1,4

038

42,95
17,33
0,7
3,9

IL-17
69,4
144,4
59,6
5,4
39,6
20,2
3,8
0,4
6,4
1,8

91,13
21,73
2,1
4,1

As figuras 15 e 16 representam graficos de calor (Heatmap), com expressao dos

anticorpos estudados neste trabalho e que abrange a distribuicdo de células e citocinas

e outras moléculas. No heatmap da PV, foi incluida, também, a contagem de



60

plasmacitos. Destacam-se anticorpos com marcagfes mais relevantes, na PB e na PV,

tanto das populacfes celulares como da expressao de citocinas e outras moléculas.

Foram observadas as seguintes tendéncias nas expressfes dos anticorpos: na
PB - reducéo de CD4+ e aumento de CD8+ nos bacos tipo 3; menor expressao de IL17
em bacos tipo2 e tipo 3; menor expressao de IL10 nos bacos tipo 2 e tipo3; maior
expressdo de FoxP3 em bacos tipo 1 e tipo 3 e menor expressédo de FoxP3 em bacos
tipo 2;aumento de TNFa nos bagos com; Caspase3 mostra tendéncia a aumento nos
bacos com LV tipos 1 e 2. Na PV: reducdo de CD4+ nos bacos com LV; aumento de
CD8+ nos bacos tipo 2 e tipo 3; reducédo do numero de célulasCD20+ nos bacgos tipo 2 e
tipo 3; menor expressdo de IL10 e de IL17 nos bacos com LV. A contagem de

plasmacitos foi maior nos bacos com LV.

VEI. Midi vrl.

pcte CD20 CD79 CD68 CASPASE3 FOXP3 IL17 INFy TGFb TNFa IL1b
BACO
59-13
3974-12
JFA
SMGB
FSF
PCN
RNCC
FAAR
FVYMM

Figura 15. PB - IHQ com anticorpos de populac8es celulares, citocinas e outras moléculas.
Reducédo de CD4+ e aumento de CD8+ em t3; menor expresséo de IL17 em t2 e t3; maior expressao de
FoxP3 em t1 e t3 e menor expressdo de FoxP3 em t2; aumento de TNFa nos bagcos com LV (t1, t2 e t3);
Caspase 3 mostra tendéncia a aumento nos bagos com LV tipos 1 e

2. (t1, t2 e t3 = bacos com LV tipos 1, 2 e 3).

CD3 CD4 CD8 CD20 CD79 CD68 CASPASE3 FOXP3  IL17 INFy TGFb TNFa IL1b 1L4 1L10 Plasmécito

BACO
59-13
3974.12
JFAL
SMGB 1
FSF1
PCN 2
RNCC 2
FAAR 3
FVMM 3

Figura 16. PV — IHQ com anticorpos de populagdes celulares, citocinas e outras moléculas.
Reducéo de CD4+em t1, t2 e t3, aumento de CD8+ em t2 e t3; redugdo do niimero de células CD20+ em
t2 e t3; menor expressao de IL10 e de IL17 nos bacos com LV —1t1, t2 e t3; (t1, t2 e t3 = bacos tipos 1, 2 e
3).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho nds observamos que os 7 pacientes com LV grave apresentam
idade média de 45 anos, 6 sdo do género masculino e 1 do género feminino. O tempo
de diagndstico de LV foi entre 1ano e 7 meses e 7 anos, antes da esplenectomia. Dos 7
com LV, 6 s&o coinfectados com HIV, todos tratados clinicamente para LV e HIV, sem
boa resposta ao tratamento e, por isso mesmo, eleitos para esplenectomia.

Os 7 bagos dos pacientes com LV grave apresentam, em comparacao aos 3 bagos
do grupo controle, 3 bagos com arquitetura preservada - tipo 1. Quatro deles apresentam
alteracdes arquiteturais da PB esplénica, sendo 2 bagos com leve desorganizacao da
PB - bacos tipo 2, e 2 bacos com moderada a acentuada desorganizacéo da PB - bacos
tipo 3. Houve tendéncia a hiperplasia da PB em um paciente com menor tempo de
doenca, e atrofia da PB nos demais pacientes, com bacos tipos 2 e 3, mais acentuada
guanto maior a desorganizagao do baco;

Também se observou tendéncia a plasmocitose, bem como reducdo de células
CD4+ e de células CD20, e aumento de células CD8+. Nas marcacdes com anticorpos
para citocinas e outras moléculas, houve tendéncia a aumento de FoxP3, que marca
células T regulatérias, maior nimero de células marcadas com Caspase 3, que
representa células em apoptose recente, nos bacos tipo 1 e tipo 2. Presenca de maior

expressdo de TNFa, menor expressao de IL-10 e de IL-17 e maior expressao de IL-6.

Dos pacientes com LV, obtivemos os dados clinicos em que se pode salientar que
todos os 6 pacientes coinfectados apresentavam carga viral (HIV) indetectavel, ou seja,
considerada zerada. Diante disso, pode-se inferir que os mecanismos deletérios de
resposta imune, promovidos pelo HIV, persistem, mesmo ap0s a negativacdo da carga

viral.

Em nossos dados, observamos, nos coinfectados, reducéo de linfocitos CDA4,
discreto aumento dos linfocitos CD8 e reducédo da propor¢cdo CD4/CD8. Esses achados
sugerem que houve hiperestimulag&o antigénica prolongada e consequente exaustao da

resposta imune, o que explica a gravidade, principalmente da LV,

Em relacdo aos dados clinicos dos pacientes com LV, detectamos que ha
associacao positiva entre o tempo de doenca e a desorganizagéo esplénica, tendo em

vista que os bacos tipos 2 e 3 eram dos infectados com maior tempo e diagnéstico de
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LV. A esplenomegalia, um dos sinais classicos da LV, foi detectada em todos os 7 bacos
com LV. A hepatomegalia foi ausente apenas no paciente sem HIV, ndo coinfectado, nos
demais pacientes com LV, houve hepatomegalia, e variavel dentro dos grupos, sem uma
correlacdo evidente com a gravidade da LV. Sangramento, um dos sintomas também
usuais nos pacientes com LV grave, esteve presente em apenas um dos pacientes com
LV, com baco tipo 1. Um paciente com baco tipo 3 apresentou sangramento apenas
durante a esplenectomia. Seis dos sete pacientes com LV apresentaram palidez cutaneo
mucosa, o Unico que nao exibiu esse sinal foi um paciente com baco tipo 3. Leucopenia,
outro sinal importante, também esteve presente em seis dos pacientes, com excecédo de
apenas um paciente com baco tipo 3, que teve contagem de leucdcitos quase limitrofe
minima, mas ainda dentro da normalidade. Todos com HIV atingiram carga viral
indetectavel antes da esplenectomia, 0 que mostra boa resposta ao tratamento
antirretroviral (TARV). (LINDOSO et al., 2018; SANTOS-OLIVEIRA et al., 2011; VYAS;
SHAH, 2011).

A plasmocitose na PV do bago é um achado evidente em nossos resultados, com
grande numero destas células nos bagos dos portadores de LV em diferentes estagios
da doenca representada pelos trés diferentes tipos de baco. Dados de trabalhos,
inclusive de nosso grupo, apontam a plasmocitose como um achado comum na LV, em
cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum e em LV experimental em
murinos, e sua associa¢cdo com a desorganizacéo do tecido linfoide. A desorganizacao
da PB leva a uma retencédo prejudicial de células B nos foliculos, com liberacéo destas
para a circulacio e maior producdo de plasmdcitos. E importante ressaltar que, em
nossos resultados, a maior contagem de plasmdécitos foi observada no baco de paciente
com LV sem HIV. Dos sete bacos com LV, seis deles sao coinfectados com HIV. Isso
pode ser consequente a exaustdo da resposta imune, pela hiperestimulacdo antigénica,
que pode afetar a ativacao, o transito e as funcdes celulares. (SANTANA et al., 2008; VI,
J. S. etal., 2010; LIMA et al., 2014; SILVA et al., 2016).

Outro achado relevante resultou da mensuracdo da porcentagem de area de PB
em relacéo a area de PV, com hiperplasia da PB em portador de LV, sem HIV, com baco
tipo 1. Nos demais bagos com LV, a atrofia foi crescente concomitantemente com o
agravamento da doenca, representada pelos trés tipos de bacgo. Nos bacos tipo3, a
atrofia foi marcante (SILVA et al., 2014; SANTANA et al., 2008).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yi%2C%2BJohn%2BS
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Alteragdes no baco, que variam desde hiperplasia até atrofia, ja foram descritas
em seres humanos e cdes com leishmaniose visceral. A hiperplasia seguida de atrofia ja
foi demonstrada por alguns autores, em modelos experimentais e humanos. A atrofia e
a perda de compartimentos de células B do baco coincidiu com fases mais graves da
doenca (SANTANA et al., 2008; LIMA et al., 2014, SILVA et al., 2014; VERESS et al,
1977).

Ja foi relatado que a desorganizacao histoarquitetural do baco de cdes com LV também
esta associada a fibrose com reducdo da expressao de quimiocinas e 0s respectivos
receptores, o que pode contribuir para a migragdo deficiente de leucécitos, como
linfécitos CD4+,e consequente resposta ineficiente, com aumento do parasitismo e
reducado dos nichos de linfécitos, principalmente nos estagios mais graves da LV, o que
pode culminar em imunossupressao, como sugerido por Silva e colaboradores 2018
(VERESS et al. 1983; ENGWERDA et al., 2002; ANDRADE et al., 1989).

Nossos resultados evidenciam a reducao de células CD4, ja descrita em outros
trabalhos anteriores com LV. Esta reducao pode estar associada, também, a reducéo de
IL-17, que também detectamos em nossos resultados, com menor producao de INFg,
ambos agem em sinergismo, para maior producdo de o6xido nitrico (NO) pelos
macrofagos infectados (RODRIGUES et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2014).

A reducdo de células CD4 foi mais acentuada nos bacos tipo 3, que representam
a doenca LV mais grave. Esse achado é concordante com estudo de i e colaboradores
(2010), onde foi detectada a reducdo do numero de células T CD4 e consequente
diminuicdo da proporcdo CD4/CD8. Esses achados podem ser justificados pela
hiperestimulacao infecciosa, como na coinfec¢do LV-HIV, o que significa dizer infec¢ao
persistente ou infecgdes cronicas repetidas ou, ainda, infeccdes com alta carga de
patdgeno/antigeno, jA demonstrado em alguns trabalhos (Y1, J. S. et al., 2010; DA SILVA,
AV.A, 2018).

Aqui no presente trabalho, seis dos sete pacientes sdo coinfectados e, portanto,
expostos a hiperestimulacdo imune. Ambos os patdgenos levam a imunossupressao e
reducdo do numero de linfocitos CD4+, linfocitos T auxiliares, conhecidas por sua
multifuncionalidade na resposta imune, atuando direta e indiretamente na ativacao de
células e de seus respectivos mecanismos de defesa contra o patégeno. Apesar do

namero reduzido destas células, podemos presumir que o remanescente de células
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TCD4 poderia ser de células T helper para TCDS8, via citocinas, com ativacdo da
proliferacéo destas células TCD8, sem, entretanto, aumentar sua funcionalidade (Y|, J.
S. et al., 2010; RODRIGUES et al., 2016). A reducédo na populacdo de linfocitos, tanto
linfécitos B quanto linfécitos TCD4+ também pode ser consequente a fibrose e reducéo
da expressao de quimiocinas e receptores que ocorre nos bacos desorganizados, com
reducdo do trafico celular e consequente perda funcional (AUREA et al., 2018). A
resposta imune adequada para LV é fundamentalmente dependente da funcéo otimizada
das células CD4 para uma resposta imune eficaz, com eliminacdo dos parasitas
leishmanias, como é esperado e desejado (MAURI et al., 2012).

Observou-se, ainda, que os pacientes coinfectados apresentam aumento de
moléculas inibidoras na superficie das células T CD4, o que leva a um desequilibrio entre
as células Treg e a ativacdo imune, e persisténcia de uma carga parasitaria residual,
mesmo com 0 sucesso do tratamento contra a leishmaniose. A ineficiente resposta de

células T CD4+/CD8+ esta vinculada a progressao da doenca (LINDOSO et al., 2018).

Registramos maior nimero de células T CD8 nos bacos com LV, em nossos
resultados, o0 que sugere que, apesar de maior numero, estas células podem estar
ineficientes (BANKOTI et al., 2012; JOHN S. YI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2016).
Estes achados ratificam dados de estudos ja publicados que sugerem que a coinfec¢ao
LV-HIV pode explicar este aumento de células T CD8, com esgotamento de linfocitos T,
mesmo com tratamento adequado, com aumento de linfécitos TCD38+CD8+, que
representa ativacdo imune celular. (LINDOSO et al., 2012). Estas células exibem sinais
de exaustdo, na LV crbnica, com reducédo dos niveis de IL-2 e IFNg, que representa
resposta ineficiente, mesmo com maior nimero de células T CD8 (Y1, J. S. et al., 2010;
RASHMI et al,, 2012; LINDOSO et al., 2018).

Trabalhos in vitro ja mostraram que células B de pacientes com HIV apresentam
defeito na proliferacdo em resposta a varios estimulos. Pacientes com alta carga viral
apresentaram comprometimento funcional das células B e a viremia induziu o
aparecimento de uma subpopulacdo de células B que expressa niveis reduzidos de
CD21 e que seguem uma via anormal; sdo secretoras de Imunoglobulinas e, em parte,
responsaveis pela hipergamaglobulinemia, descrita tanto na LV como no HIV. (MAURI
et al., 2012).
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As células B regs também podem facilitar a sobrevivéncia de patdgenos,
particularmente nos estagios iniciais da infeccdo, e subsequentemente causar maior
gravidade da doenca, inibindo a ativacdo inflamatéria de células T e macroéfagos,
principalmente pela producéo de IL-10. Além disso, os Bregs oferecem protecdo contra
a resposta hiperinflamatéria nas infec¢des parasitérias (Yl, J. S. et al., 2010; SANTANA
et al, 2008; MOIR et al., 2008;LIMA et al., 2014; SILVA et al., 2016; DAI et al., 2017).

Observamos, na PV, reducédo de células marcadas com CD20, que representam
células B. Tais células, produtoras de anticorpos, apresentam subpopulagfes
especificas, como as células B reguladoras (Breg) cuja deplecdo estd associada a
agravamento de condi¢cdes como doencas inflamatorias, autoimunes, enterite crénica,
cancer e doencas infecciosas, entre outras. Este fato pode explicar o menor nimero de
células B nos bacos com LV. As células Bregs também secretam IL-10 que inibe IL17,
com exacerbacdo da doenca; produzem fator de crescimento tumoral 1 (TGFbl) que
estd associado a apoptose de células T efetoras e também expressam beta2-
microglobulina (MHCI) que promove o recrutamento de células T CD8 (BANKOTI et al.,
2012).

Tal reducdo do numero de linfocitos B poderia, também, ser explicada pela
desorganizacao do tecido esplénico que é crescente com o desenrolar da doenca, e que
leva a fibrose e alteracfes na expressdo de moléculas imunes, citocinas e quimiocinas,
com deficiente migracéo de leucdcitos, incluidos ai os linfocitos B, bem como reducgéo
de nichos de células B, em virtude da ineficiente ativacédo pelas células T, que também

sofrem alteracfes no seu transito e na sua sobrevivéncia (MAURI et al., 2012).

Em nossos resultados, foi observado, nos bacos de portadores de LV, discreto
aumento dos niveis de expresséao do fator de transcricdo Foxp3, que marca células Treg,
0 que pode representar uma tentativa de regular os efeitos deletérios da inflamacéo
exacerbada, corroborando com os dados da literatura, incluindo estudo de nosso grupo,
no trabalho de Dos-Santos e outros(2014) que sugeriu um acumulo dessas células Foxp3
durante a LV crbnica. E Reina e colaboradores (2018) salientam que pode haver uma
subpopulacao de células TCD4 que atuam como células T regulatorias. Nossos achados
também sédo concordantes com estudo de Pradyot Bhattacharya et al., 2012 que
salientou a importancia das células T reg na progressao da LV e na PKDL, e sua direta

associacdo com os niveis de IL-10 e a carga parasitaria.
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Nossos achados mostram tendéncia a reducao da expresséao de IL-10 nos bagos
com LV, o que poderia ser explicada pela exaustédo de linfocitos T, quando ha estimulo
a producéo de fatores inibitorios, e citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e a IL-4,

gerando um circulo de auto alimentacdo da imunossupressao. (YI, JS et al., 2010).

Os nossos resultados evidenciaram discreto aumento nos niveis de IL-6 e discreta
reducao de IL-17 nos bacos e portadores de LV em estagios mais avancados, com bacos
tipos 2 e tipo 3, o que também corrobora com os achados de dos Santos et. Al, que
evidenciou reducdo da IL-17 no bago com LV. A IL-6, que atua tanto como pro-
inflamat6ria como imunossupressora, na dependéncia de varios fatores da resposta
imune, pode estar aumentada nesses bacos mais desorganizados como forma de
equilibrar a reduzida expressdo de IL-17 nesses bacos e, assim, contribuir para uma
resposta imune satisfatoria (RODRIGUES et al., 2016).

No presente trabalho, foi observada uma tendéncia a aumento de apoptose, por
maior expressao de Caspase 3 nos bacos com LV, em relacdo aos bacos controle, mais
evidente nos bacos tipos 1 e 2. Esse resultado endossa achados de outros trabalhos,
como o de Silva et al., 2018, que observou associacéo entre a redu¢do do numero de
linfécitos TCD4 e maior taxa de apoptose de células T quando ha desorganizacdo da PB.
E também j& foi descrita a correlacdo entre alta carga parasitaria e mais linfécitos
apoptoticos. O fato de os bacos tipo 3 terem uma taxa de apoptose menor que 0s bacgos
tipos 1 e 2, pode ser entendida pelo fato de que, nestes bacos, a resposta imune esta
ainda apta a executar mecanismos para controlar o parasitismo, entretanto, com a
cronicidade do estimulo antigénico, representado pela maior desorganizacdo da PB
esplénica, nos bacos tipo 3, a resposta imune tende a ineficiéncia (BHATTACHARYA et
al., 2012; YI, JS, 2010).

Em nosso trabalho, houve aumento de TNF nos infectados, mais evidente na PV.
Esta citocina causa alteragcbes na ZM esplénica, o que altera o trafico celular, com
prejuizo das funcdes de células T e de CDs. As CDs, com a migracdo prejudicada,
passam a expressar mais moléculas inibitérias e apresentam defeitos nos estagios
posteriores da infeccao. Esse resultado ratifica estudos anteriores que demonstraram a
importancia do TNFa na resposta imune a LV, e seu papel anti-inflamatdrio, Thl, e esta
também envolvido na PKDL.) Os niveis de TGFB n&o apresentaram diferengas

proeminentes entre os dois grupos, de bagos sem e com LV (BANKOTI et al., 2012).
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Em nossos resultados, os niveis de TGF e de IFNg ndo foram definitivamente
conclusivos, pois apresentaram diferencas entre os bacos dentro dos grupos, com LV e
entre os bacos sem LV. Esse fato pode estar aliado a diferencas nos dados clinicos tanto
dos portadores de LV, LV/HIV e nos controles, sem LV, como tempo das doengas, outras
patologias associadas, dentre outros. Nao tivemos acesso aos dados clinicos dos bagos
controle e ndo podemos descartar outras doencas agudas ou crénicas e nem avaliar o

estado imunologico dos individuos esplenectomizados do grupo controle.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi possivel avaliar que a plasmocitose, a hiperplasia e atrofia e
desorganizacao da PB também ocorrem nos humanos, como ja detectadas na LV canina
e LV experimental. Além disso, verificamos que ha variagdes nas respostas imunes com
reducao de IL-10 e IL-17, que na condi¢cao de exaustdo, ndo se apresentam como bons
marcadores de gravidade da LV. Somado a isso, ha também variagdes nas populacdes
celulares, principalmente reducdo de linfécitos T CD4, e correlacdo positiva com a

gravidade da LV.

Por fim, nossos achados tém uma importancia clinica na tentativa de compreender
0S mecanismos moleculares e celulares envolvidos na imunopatogénese da LV e funcao
do baco. Para tanto, ha necessidade de estudos complementares que corroborem com
0s achados de alteragbes na resposta imune em bag¢os humanos de portadores de LV.
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