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RESUMO

O presente estudo avaliou os linfécitos T CD4*, CD8+, duplos-positivos (DP) e
duplos-negativo (DN) e sua ativacdo em pacientes com Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), divididos em trés grupos: antes do tratamento (AT), pos-
tratamento (PT) e subclinicos (SC). Observamos que os linfécitos T CD4+
apresentaram-se em maior percentual nos grupos PT e SC quando comparado com
0 grupo controle (CT), entretanto, apresentaram uma maior ativagao nos grupos AT
e PT quando comparados com o grupo SC e uma menor ativagcdo neste mesmo
grupo, quando comparado com o grupo CT. Ja os linfécitos T CD8+ apresentaram
um maior percentual no grupo AT quando comprado com o grupo CT e uma maior
ativacdo neste mesmo grupo quando comparado com os grupos PT, SC e CT. Nao
observamos nenhuma significancia estatistica no percentual dos linfécitos DP e DN,
no entanto, percebemos que os linfécitos DP apresentaram uma menor ativagdo no
grupo SC quando comparado com o grupo CT, enquanto que, os linfocitos DN
apresentaram uma maior ativagdo no grupo AT quando comparado com 0S outros
grupos. Os linfécitos T CD4+ parecem estar ligados a protecdo nestes pacientes e
os linfécitos T CD8+ a patogénese, enquanto que, os linfécitos DP e DN, quando
ativados, parecem desempenhar um papel dual.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, Leishmaniose Tegumentar Americana,

Linfocitos T CD4+, Linfocitos T CD8+, Linfécitos DP, Linfécitos DN, Sistema imune.
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RESUMO: O presente estudo avaliou os linfécitos T CD4*, CD8+, duplos-positivos
(DP) e duplos-negativo (DN) e sua ativacdo em pacientes com Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), divididos em trés grupos: antes do tratamento (AT),
pos-tratamento (PT) e subclinicos (SC). Observamos que os linfocitos T CD4+
apresentaram-se em maior percentual nos grupos PT e SC quando comparado com
0 grupo controle (CT), entretanto, apresentaram uma maior ativagao nos grupos AT
e PT quando comparados com o grupo SC e uma menor ativagdo neste mesmo
grupo, quando comparado com o grupo CT. Ja os linfécitos T CD8+ apresentaram
um maior percentual no grupo AT quando comprado com o grupo CT e uma maior



ativacdo neste mesmo grupo quando comparado com os grupos PT, SC e CT. Nao
observamos nenhuma significancia estatistica no percentual dos linfécitos DP e DN,
no entanto, percebemos que os linfécitos DP apresentaram uma menor ativacdo no
grupo SC quando comparado com o grupo CT, enquanto que, os linfécitos DN
apresentaram uma maior ativacdo no grupo AT quando comparado com 0S outros
grupos. Os linfécitos T CD4+ parecem estar ligados a protecdo nestes pacientes e
os linfécitos T CD8+ a patogénese, enquanto que, os linfocitos DP e DN, quando
ativados, parecem desempenhar um papel dual.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, Leishmaniose Tegumentar Americana,
Linfécitos T CD4+, Linfécitos T CD8+, Linfocitos DP, Linfécitos DN, Sistema imune.

INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infectocontagiosa, considerada um problema
de saude publica [1]. Essa parasitose € encontrada principalmente nos paises
pobres como a Africa Oriental, Sudeste da Asia e na América Latina, acometendo
principalmente os menos favorecidos socioeconomicamente. No entanto, ja se tem
evidéncias de casos pelo continente europeu. Por esse fato, se concentra
principalmente nos paises subdesenvolvidos [2]. A leishmaniose é a terceira doenca
gue mais causa morbidade, perdendo apenas para a esquistossomose e para a
maléria, principalmente em adolescentes [3].

No Brasil, no periodo entre 1995 e 2014, observa-se uma média anual de
25.763 novos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) [4]. Segundo a
WHO, no periodo entre 2005 e 2016, foram registrados 250.988 casos de LTA no
Brasil [5]. Na regido nordeste, no ano de 2017, foram registrados 4.705 casos de
LTA [6]. Em Pernambuco, estado considerado endémico para a LTA, ja foram
relatados casos em todas as regibes do estado. Entretanto, a area de maior
concentracdo do numero de casos esta localizada na Zona da Mata, onde ocorre
mais de 60% dos doentes [7].

Essa &€ uma parasitose causada por protozoario pertencente a familia
Trypanosomatidae do género Leishmania spp, [3,4]. Atualmente, sabe-se que existe
mais de 20 espécies de Leishmania, sendo as principais espécies causadoras da
LTA a Leishmania (Viannia) braziliensis, a Leishmania (Viannia) guyanensis e a

Leishmania (Leishmania) amazonensis [8]. Quanto a parasitose, esta pode



apresentar-se em duas formas clinicas: a forma cutanea e a forma visceral,
conhecida também como Calazar. A forma cutdnea ou tegumentar, pode ainda ser
classificada em: localizada, difusa, disseminadas ou mucocutanea [4,9,10].

O sistema imunolégico pode expressar sua resposta a infeccdo por
Leishmania através de mecanismos da imunidade inata e imunidade adaptativa.
ApoOs a inoculagédo do parasita na pele do hospedeiro, 0 mesmo ira interagir com o0s
macréfagos teciduais, os quais irdo fagocita-los, além de desencadear a ativacéo do
sistema complemento. No entanto, apenas a resposta imune inata nao € suficiente
para combater o parasito, dessa forma, se faz necessario a acao da resposta imune
adaptativa. Dentro da imunidade adaptativa, destacam-se as células T CD4* e CD8"*
[2,11,12].

Os linfocitos T CD4* sd@o cruciais para a cura e/ou progressao da LTA [13].
Esses sdo fontes produtoras de citocinas, atuando nos mecanismos de cura e
patogénese da doenca [14]. Esses linfocitos podem seguir dois perfis distintos,
dependendo das citocinas que estdo no meio: o perfil Thl, que produz uma grande
quantidade de IFN-y, que € primordial para a producdo de Oxido Nitrico (NO),
culminando na morte da Leishmania [15,16] e o perfil Th2, caracteristico pela
producdo de Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-10 (IL-10) e Fator de Necrose
Tumoral-Beta (TGF-B), os quais atuam na inibicdo da producéo de NO, favorecendo
a multiplicacao do parasita [2,12,17,18].

Os linfocitos T CD8* possui um duplo papel no combate a infeccédo, pode
atuar com a funcéo litica, os quais irdo matar as células infectadas através da
liberacdo de granulos os quais contém granzimas e perforinas, provocando assim
lise celular. Também podem atuar na producdo de citocinas e quimiocinas, fazendo
com que, mais células cheguem e se ativem no local da infeccdo [14,19]. No
entanto, ainda é controverso o papel destas células. Quando o linfécito T CD8* é
produtor de citocina, como o interferon-y (IFN-y), este atua de forma protetora,
contribuindo para o controle da infeccdo. Porém, quando esta mesma célula, possui
funcdo citoliticas, contribui para o surgimento/exacerbacdo das lesdes provocadas
pela doenca [20,21,22].

Os linfocitos duplo-positivos (DP) expressam em sua superficie tanto
moléculas CD4*, quanto moléculas CD8*. Ainda ndo se sabe ao certo sua principal
funcdo, porém acredita-se que estas células desenvolvem funcbes auxiliares e

citoliticas [23]. Estudos mostraram um aumento destas células em algumas doencgas



autoimunes como a dermatite atopica, tireoidite autoimune, além de infeccdes virais
e cancer [24,25,26,27,28].

J& os linfécitos duplo-negativos (DN) parecem exercer funcdo regulatoria,
assim como funcdo proé-inflamatéria [29]. Estudos realizados por Ferraz e
colaboradores (2017) com pacientes com LTA, observaram que os linfécitos DN
foram os mais encontrados in situ, se comparados com as outras células avaliadas
pelo grupo. Estas células, juntamente com os linfocitos T CD4* e as NKT,
correspondem a 80% das células citotdxicas na leséo [19].

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver novos recursos terapéuticos
efetivos para o combate a LTA, como vacinas e imunoterapicos, o presente estudo
buscou caracterizar essas populacdes linfocitarias e seu perfil de ativacdo em
pacientes com LTA do estado de Pernambuco/Brasil. Dessa forma, espera-se
contribuir com as investigacdes ja realizadas neste complexo entendimento sobre a

atuacao do sistema imune frente a LTA.

MATERIAIS E METODOS

Populacéo de estudo

Os pacientes deste estudo eram residentes de areas endémicas para a LTA
no estado de Pernambuco. Um total de 50 pacientes fizeram parte desta pesquisa,
os quais foram distribuidos em 3 grupos: um grupo denominado antes do tratamento
(AT), composto por pacientes que ainda ndo haviam iniciado o esquema terapéutico
(n= 33); um grupo denominado pos-tratamento (PT), composto por pacientes que ja
haviam finalizado o esquema terapéutico e obtido cura clinica (n= 7) e um terceiro
grupo denominado subclinico (SC) composto por individuos que apresentaram
diagnéstico positivo para a LTA, no entanto, ndo apresentavam manifestacdes
clinicas da doenca (n= 10). Os dados desses grupos foram comparados com um
grupo denominado controle (CT) composto por individuos sadios, residentes em
areas nao endémicas para a doenca (n= 19). Foram incluidos no estudo todos os
pacientes com idade superior a 10 anos, que apresentaram diagndstico clinico,
epidemioldgico e ao menos dois diagnosticos laboratoriais positivos para a LTA,
realizados pelo Servico de Referéncia em Leishmaniose do Instituto de Pesquisa
Aggeu Magalhdes. Dentre os exames realizados tivemos: Reacgédo de Cadeia em

Polimerase (PCR), Imunofluorescéncia indireta (IFl), Intradermorreacdo de
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Montenegro (IDRM), Pesquisa direta (PD) ou Puncdo aspirativa (PA). O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Pesquisa Aggeu
Magalh&es/Fiocruz (CAAE: 11083812.7.0000.5190).

Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Foi coletado de cada paciente um total de 18 ml de sangue venoso em tubos
contendo heparina. Apos a coleta, o sangue foi colocado em um tubo Falcon,
contendo Ficoll-Hypaque, em seguida o tubo foi submetido a uma centrifugacéo a
temperatura ambiente em 400xg durante 30 minutos. Apos isso, as PBMC foram
coletadas e transferidas para outro tubo, as quais passaram por duas lavagens e
centrifugacdes com a solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) em temperatura
ambiente, a 300xg durante 10 minutos. Posteriormente, em uma aliquota,
adicionado 10ul de células + 90 ul de azul de trypan, para que assim fosse realizada
a contagem das células, andlise de sua viabilidade e ajuste de sua concentracdo

para o experimento [13].
Citometria de fluxo

Para a analise das populac¢des linfocitarias CD4*, CD8*, DP e DN e seu perfil
de ativacédo, as PBMCs (0,5x106 células) foram suspensas em PBS e marcadas com
anticorpos de superficie anti CD3, CD4, CD8 e CD45R0, por um periodo de 20
minutos (todos previamente titulados). Apds esse tempo, as células foram lavadas
com a solucdo de PBS, e entdo resuspendidas em 200 pl de PBS. As amostras
foram analisadas no citobmetro de fluxo FACSCalibur- BD Bioscience (> 20 mil
eventos/tubo) usando o software “Cell Quest Pro” (BD Bioscience) para aquisigao

dos dados e o software FlowJo 7.6.5 (®Tree Star Inc.) para sua andlise [13].
Andlise estatistica

Para a andlise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism 5.1.
Primeiramente, foi realizado o teste Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade dos
dados. Em seguida, foram realizados os testes test T-student e Anova quando
observados os pressupostos de normalidade. Quando n&o, foram utilizados os
testes ndo paramétricos Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas dos pacientes

Todos os pacientes deste estudo foram provenientes de areas endémicas
para a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Todos receberam diagndstico
epidemioldgico, clinico e laboratorial para a LTA. A média da idade dos pacientes foi
de 29,36 anos no grupo AT, 20,57 anos no grupo PT, 33,8 anos no grupo SC e
27,89 anos no grupo CT. No grupo antes tratamento, destaca-se o maior nimero de
homens infectados, se comparado com o namero de mulheres (razédo de 4.5:1).
Todos os pacientes AT apresentaram, no momento da avaliacdo clinica antes do
tratamento, lesbGes ulcerosas em areas descobertas do corpo, com tempo de
evolugdo variando de 18 dias a 24 meses. O numero médio de lesBes/cicatrizes

variou entre 1 a 5 nos grupos AT e PT (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais caracteristicas do grupo de estudo.

Grupo de Estudo

Caracteristicas

AT PT SC CT
Numero 33 7 10 19
ldade 29,36 20,57 33,8 27,89
(13-71) (12-37) (11-63) (26-32)
Razé&o H/M" 2716 Ya 4/6 9/10
Duracdo média 2,97 meses 8 meses - -
da (18 dias—24 (3-24
doencgalcicatrizes meses) meses)
No. médio de 1,54 (1-5) 3 (1-5) - -

lesOes/cicatrizes

Legenda: AT: Antes tratamento; PT: Pds-tratamento; SC: Subclinico; CT: Controle.
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Avaliacdo imunologica

Observamos um aumento estatisticamente significativo dos linfécitos T CD4*
nos grupos PT (p= 0.0431) e SC (p= 0.0311) quando comparado com 0 grupo
controle (Grafico 1-A). Com relacdo a ativacao dos linfocitos T CD4*, observamos
que estas células apresentaram-se mais ativadas (CD45RO*) nos grupos AT (p=
0.003) e PT (p= 0.0418), se comparado com o grupo SC e uma diminuicdo da
ativacdo no grupo SC (p= 0.0057) se comparado com o grupo CT (Grafico 1-B).
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Gréfico 1 — A: Percentual de linfocitos T CD4* e B: Percentual de ativagdo dos linfocitos T
CD4+ em PBMCs de pacientes portadores de LTA ativa antes do tratamento (AT), ap6s o
tratamento (PT), de pacientes subclinicos (SC) e de controles saudéaveis, ndo portadores da
doenca, (CT). Os resultados estdo expressos como médias + SEM. Diferencas entre os
grupos foram consideradas significativas quanto os valores de “p” foram menores que 0,05

e estao representadas pelo simbolo “*”.

Ao avaliarmos o percentual de linfocitos T CD8* (Grafico 2-A), observamos um
aumento estatisticamente significativo destas ceélulas no grupo AT (p= 0.0231)
comparado ao grupo CT. Quanto a sua ativagdo (Grafico 2-B), percebemos uma
maior ativacao entre os grupos AT em relacdo ao PT (p= 0.0007), SC (p= 0.0027) e
CT (p= 0.0008).
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Grafico 2 — A: Percentual de linfocitos T CD8" e B: Percentual de ativagdo dos linfécitos T
CD8+ em PBMCs de pacientes portadores de LTA ativa antes do tratamento (AT), apés o
tratamento (PT), de pacientes subclinicos (SC) e de controles saudaveis, ndo portadores da
doenca, (CT). Os resultados estdo expressos como médias + SEM. Diferencas entre 0s grupos

foram consideradas significativas quanto os valores de “p” foram menores que 0,05 e estao

representadas pelo simbolo “*”.

N&o observamos nenhuma significancia estatistica ao avaliarmos o percentual
de linfécitos DP (Gréfico 3-A). Ao avaliarmos sua ativagao (Grafico 3-B), podemos
observar uma maior ativagdo nos grupo AT em relagdo ao SC (p< 0.0001), PT
guando comparado ao SC (p= 0.0097) e uma diminui¢cdo da sua ativagcdo no grupo

SC quando confrontado com o grupo CT (p< 0.0001).
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Grafico 3 — A: Percentual de linfocitos T DP e B: Percentual de ativacdo dos linfécitos T DP em
PBMCs de pacientes portadores de LTA ativa antes do tratamento (AT), apés o tratamento
(PT), de pacientes resistentes (RE) e de controles saudaveis, ndo portadores da doenca, (CT).
Os resultados estdo expressos como médias + SEM. Diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quanto os valores de “p” foram menores que 0,05 e estado

representadas pelo simbolo “*”.

Por fim, ao avaliarmos os linfécitos DN (Gréafico 4-A), ndo observamos
nenhuma significancia estatistica. No entanto, ao avaliarmos o percentual de
ativacdo destas células (Grafico 4-B), notamos uma maior ativagdo entre 0s grupos
AT quando comparados ao PT (p= 0.0044), SC (p= 0.0001) e CT (p=0.0473), e uma
diminui¢cao no grupo SC quando comparado com o grupo CT (p= 0.0089).
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Grafico 4 — A: Percentual de linfocitos T DN e B: Percentual de ativagao dos linfocitos T DN em
PBMCs de pacientes portadores de LTA ativa antes do tratamento (AT), apés o tratamento
(PT), de pacientes subclinicos (SC) e de controles saudéaveis, ndo portadores da doenca, (CT).
Os resultados estdo expressos como médias + SEM. Diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quanto os valores de “p” foram menores que 0,05 e estao

representadas pelo simbolo “*”.

DISCUSSAO

As leishmanioses sao consideradas doencas negligenciadas, ligada
principalmente a baixa condi¢cdes socioecondémica [2,3]. O registro do numero de
individuos infectados pelo parasito vem aumentando com o passar dos anos, o que
pode ser atribuido ndo apenas aos avancos no diagnéstico e notificacdo, mas
também ao desmatamento, urbanizacdo, migracdo e guerras, que provocam
modificacdes ecoldgicas e consequentemente, mudancas no habitat do vetor [17].

Do total de pacientes, 68% eram do sexo masculino. Em uma pesquisa
realizada por Torres e colaboradores (2013), cerca de 63% dos participantes da
pesquisa também eram do sexo masculino [30]. No Brasil, a LTA acomete ambos 0s
sexos e em todas as faixas etarias, predominando em pacientes acima dos 10 anos
de idade e no sexo masculino [4]. Provavelmente, essa grande quantidade de
pacientes do sexo masculino, esta relacionado com suas atividades ao ar livre
(militares/ agricultores) [17]. No nosso estudo, mais da metade dos pacientes eram

agricultores/militares, corroborando assim com essa hipotese.
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Os resultados exibiram um aumento dos linfécitos T CD4* nos grupos PT e
SC quando comparados com o0 grupo controle. Esses dados corroboram com os
achados anteriores do nosso grupo, que ao avaliar PBMCs de pacientes com LTA,
observou um aumento destes linfécitos em pacientes ap6s o tratamento com
quimioterapico [13]. Nossos dados contribuem com o pressuposto de que estas
células sédo cruciais para o combate da infeccdo, e consequentemente, com o
impedimento de que a infec¢do tenha progressao.

Além disso, as células T CD4* apresentaram-se mais ativadas nos pacientes
gue estavam com a infeccdo ativa da doenca (grupo AT) e nos pacientes que
haviam finalizado o esquema terapéutico e obtido cura clinica (PT) em relacdo aos
subclinicos, sugerindo que estas células contribuem com a protecdo da infeccéo,
tendo em vista que, nessa fase se faz necessario uma maior atuacao destas células
para o combate da infeccdo. Também nota-se uma regressao de sua ativacdo em
pacientes subclinicos em relacdo aos controles, sugerindo assim que, uma maior
ativacdo destas células, pode gerar uma resposta desregulada, dando origem as
lesbes da doenca. Claréncio e colaboradores (2008) avaliaram o percentual de
ativacao de linfécitos T CD4* em pacientes com leishmaniose visceral, antes e apos
tratamento, e observaram uma maior ativagcdo no grupo pos-tratamento quando
comparado com o grupo antes do tratamento [31]. Tal diferenca néo foi vista em
nossos estudos, mas o mesmo foi feito com uma forma clinica diferente. Mais
estudos sédo necessarios para esclarecer o papel da ativacéo celular na LTA.

Os linfécitos T CD8* vém sendo associados com imunoprotecdo [13,32], bem
como responsavel pelo surgimento de lesGes [19,21,33]. Este dltimo esta
relacionado pela sua atividade produtora de citocinas. Alguns estudos indicam que
os linfécitos T CD8* atuam destruindo os macrofagos que estdo infectados pela
Leishmania, evoluindo assim para o controle da infeccdo [34,35]. Neste estudo,
estas ceélulas apresentaram-se em maior porcentagem no grupo AT, tendo também,
uma maior ativagao neste mesmo grupo, quando comparado com os demais grupos
estudados. Esses achados nos sugere que estas células estejam atuando de forma
citotoxica e estdo envolvidas com o surgimento das lesbes. Em um estudo realizado
por Claréncio e colaboradores (2008), observou-se uma maior ativacao de linfécitos
T CD8* em individuos sadios quando comparado com o grupo pré-tratamento na LV.
Além disso, observaram uma maior ativacdo destas células no grupo pos-tratamento

em relagdo ao grupo antes-tratamento [31].
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Linfocitos duplo-positivos, que carregam em sua superficie marcadores CD4*
e CD8*, vém sendo associados com papéis supressores e citotoxicos [36]. Estas
células ja foram observadas em lesGes de esclerose mdultipla, onde mostrando ter
uma funcdo regulatéria e na infeccdo pelo HIV, o qual apresentava uma alta
capacidade proliferativa e efetora [37,38]. No presente estudo, ndo foi obtida
nenhuma significancia estatistica com relacdo ao percentual destas células entre os
grupos estudados. Entretanto, quanto sua ativacdo, € notdria um aumento destas
células no grupo com a infeccdo ativa (AT) e no grupo que obteve cura clinica (PT) e
diminuicdo da ativacdo destas células no grupo SC, sugerindo que estas células
possam estar relacionadas com o combate da infeccdo. Entretanto, maiores estudos
sdo necessarios para definicdo precisa do seu papel na LTA.

Os linfocitos duplo-negativos (DN) também tém sido associados com um
papel citotdéxico. Ferraz e colaboradores (2017) os associaram como umas das
principais fontes de atividade citotoxica nas lesdes in situ na LTA, contribuindo assim
para o surgimento de lesBes [19]. Postula-se, que essas células séo recrutadas para
o local da infecgcdo, fazendo com que a quantidade destas células no sangue
periférico seja pequena [39]. Gollob e colaboradores (2008) sugere que estas células
através da producdo de citocinas, desempenham um papel associado com a
patogénese, bem como um papel regulador na leishmaniose cutanea [40].

Neste estudo, ndo houve nenhuma significAncia estatistica quanto ao
percentual destas células nos trés grupos de pacientes se comparado com 0 grupo
de individuos sadios (CT). No entanto, quanto a sua ativacdo, observamos uma
maior ativacdo destas células no grupo AT, sugerindo que estas células sédo ativadas
quando ainda estdo no sangue periférico e sdo recrutadas para o sitio de infeccao,
contribuindo com a patogénese da doenca. Além disso, observa-se uma diminuicédo
de sua ativacdo no grupo SC, levantando a hipotese de que estas células possam
atuar também no combate a infeccao.

Em nosso estudo, observamos que os linfocitos T CD4* parecem estar
ligados a protecdo nestes pacientes e que os linfécitos T CD8*, aparenta ter
desempenhado o papel citotéxico nos mesmos, dando origem assim, as lesdes da
LTA. Também observamos que os linfécitos DP e DN quando ativados, parecem
desempenhar um papel dual (patogénese e protecdo). Enfatizamos que mais

estudos com um numero maior de pacientes devem ser realizados, a fim de fazer
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uma maior caracterizacdo dessas populacfes linfocitarias e assim contribuir para

novas estratégias terapéuticas e de vacinacéo.
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