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RESUMO

A Leishmaniaé considerada um patdégeno oportunista em indigithfectados pelo HIV. Os
mecanismos imunopatogénicos pelos quais o HIVLeishmaniainteragem ndo estdo bem
esclarecidos. Assim como, ndo esta definido defquea a infeccdo pelo HIV provoca
alteracdes na resposta imune celular especificEishmania o que conduz as apresentacoes
atipicas e disseminadas da leishmaniose descasapatientes coinfectados. O objetivo desta
dissertacdo foi avaliar a resposta imune celulas pacientes coinfectados por HIV e
Leishmania mais especificamente avaliar a resposta Thl &l gs subpopulagbes de
linfécitos T de memodria. Para tal, foi avaliadaaposta linfoproliferativa ao antigeno soltvel
de Leishmania(SLA) e a proporcdo das subpopulacdes de meménaat e efetora dos
linfocitos T CD4 especificos paraeishmaniapor citometria de fluxo. O indice de divisdo
celular dos linfécitos T CD4e CD8 apds o estimulo com SLA dos pacientes coinfectados
foi estatisticamente menor em comparacdo com osergas infectados apenas por
Leishmania A resposta proliferativa dos linfocitos T CDalo SLA foi observada em 25 %
dos pacientes coinfectad@nquanto que em 12 % dos pacientes coinfectadas$girvada
proliferacdo dos linfocitos T CD8em resposta ao SLAntretanto, em todos os pacientes
infectados apenas pdarishmaniafoi notada a linfoproliferacdo em resposta ao SBA.
proporcdes de linfocitos T CD4le memoria central e efetora especificos haishmania
foram similares entre os pacientes coinfectadoss epacientes infectados apenas por
Leishmania.Entretanto, o nimero absoluto dos linfocitos T Clié memodria central e
efetora foi significantemente menor nos pacient@sfectados em comparacao aos pacientes
infectados apenas pdreishmania Os resultadogsiemonstram um prejuizo funcional na

imunidade celular especifica dos pacientes coiafies.

Palavras-chavesCoinfeccdo HIVILeishmaniayresposta imune celular; recuperacdo imune.
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ABSTRACT

The Leishmania is opportunistic pathogens in HIV-1-infected indivals. The
immunopathogenic mechanisms by which HIV drishmaniaadversely affect each other
are unclear. Furthermore, the impact of HIV-1 beishmaniaspecific cellular immune
response leads to atypical and disseminated lesi®mescribed in co-infected patients. The
aim of this dissertation is to evaluate the cetlulamune response of HIV ariceishmania
co-infected patients, specifically to evaluate pvefile Thl and the memory CD4T-cell
subset. The proliferative response of C#d CD8 T-cells to solubld_eishmaniaantigens
(SLA) and the frequency memotyeishmaniaspecific CD4 T-cell were performed flow
cytometry. The median of cell division index of CDehd CD8 T-cells after stimulation with
SLA from co-infected patients was significantly lexmthan in patients infectddeishmania
solely. A proliferative response of CDZ-cells after stimulation with SLA was observed in
25 % of co-infected patients, while in 12 % of obected patients had a proliferative
response in the CD&-cells to SLA. In contrast, both CD4nd CD8 T-cells subset from all
patients infected witlheishmaniasolely proliferated in response to SLA. The prajoor of
Leishmaniaspecific central and effector memory CDB-cells were similar between the co-
infected patients and patients infectegishmaniasolely. However, the median of absolute
number ofLeishmaniaspecific central and effector memory CD#&-cells from co-infected
patients were significantly lower compared to pa@seinfectedLeishmaniasolely. These

results demonstrate the impairment in cellular imentesponse.

Keywords: HIV/Leishmaniaco-infection; cellular immune response; Immunevety.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE

1.1.1 Epidemiologia

A leishmaniose € uma doenca parasitaria causadprptwzoarios do género
Leishmaniaque afeta varias espécies de mamiferos, inclumé@mem. As formas
promastigotas flageladas daeishmania sdo transmitidas pela fémea de insetos
flebotomineos da familia Psychodid&hlebotomes Lutzomyiak

A leishmaniose é endémica em 88 paises e por igssiderada uma das
principais endemias em grande parte do continemterieano, asiatico, europeu e
africano. Cerca de 12 milhdes de pessoas séo asepmda leishmaniose no mundo e
estima-se que, por ano, 1 a 2 milhdes de pesssasvi#vam novos casos da doenca
(WHO) (2005). Entre os pacientes acometidos, 70:008&rem por ano (DESJEUX,
2004). Devido a sua importancia, a Organizacdo Nlirdh Saude (OMS) a incluiu
entre as seis doencas consideradas prioritariasengprograma de controle (WHO,
2002).

O risco de adquirir a infeccdo pedlaishmaniaé determinado pela coexisténcia
do inseto transmissor e de reservatorios animagadasita. Recentes modificacdes nos
fatores de risco de transmissao da leishmaniogeilmoem para o aumento do niamero
de casos, como por exemplo, a continua urbanizagd&cansmissdo doméstica e a
coinfeccdo com HIV (DESJEUX, 2001; LYONS, VEEKENal, 2003).

A Leishmaniacausa um amplo espectro de doencas humanas dueninieséao
cutanea que cura espontaneamente, lesdes cutanabzaldas ou disseminadas, lesdes
mucosas ou difusas e uma doenca visceral.

A leishmaniose visceral é uma doenca grave, tandmhecida como Kalazar,
que se nao tratada pode levar a morte. E caraaderjzor hepatoesplenomegalia, febre,
perda de peso e anemia. A maioria dos casos thenamose visceral (90 %) ocorre em
areas rurais pobres de Bangladesh, india, NepdBdSe Brasil, e a incidéncia anual é
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de 500.000 casos (DESJEUX, 1996). O numero de c@dsdgishmaniose visceral
registrados no Brasil entre 2003 e 2009 foi 34.588tribuidos nas cinco regides
brasileiras. Na regido nordeste do pais ocorreaiarrparte dos casos (47,5 %) seguida
das regides norte (19,2 %) e sudeste (17,4 %).

A incidéncia anual de casos de leishmaniose tegiaménestimada em 1-1.5
milhdes de casos. Paises como Afeganistdo, Ardéialraque, Arabia Saudita, Siria,
Brasil e Peru concentram 90 % dos casos (ASHFORI3JEU Xet al, 1992).

No Brasil, no periodo entre 1988 e 2009, 26.02loxade leishmaniose
tegumentar foram registrados, cerca de 14 caso4(bO00 habitantes. Nos ultimos
anos, a epidemia de leishmaniose tegumentar notgraiasumentado e se expandido
geograficamente. A regido Norte possui o maior marde casos (cerca de 37 %) e com
os coeficientes médios mais elevados (66,9 cagak000000 habitantes), em segundo e
terceiro lugar estdo as regides Centro-oeste (8@s®ds por 100.000 habitantes) e
Nordeste (16,1 casos por 100.000 habitantes) (Misi@ Saude).

1.1.2 Imunopatogenese e Apresentacao Clinica

A imunidade celular e a producao de citocinas saprimcipais mecanismos de
defesa do hospedeiro contra_aishmania(PEARSON, SOUSA, 1996). Estudos em
modelos experimentais de infeccdo p&ishmaniademonstram a dicotomia entre a
resposta de células Thelper 1 (Thl), que promove defesa contra patdégenos
intracelulares e da resposta do tipd@lper2 (Th2), que estd associado a resisténcia
contra patdégenos extracelulares e alergias (SCOJI80).

Na infeccdo pot.eishmania majolem camundongos C57BL/6 foi identificado
um aumento da producdo de interferon-gama {JFMNer células T especificas para
Leishmania Estes camundongos sdo resistentes a infeccdosalvam a leséo
espontaneamente. Por outro lado, os camundongoB&Akalham em controlar a
infeccdo porL. major e desenvolvem lesdes progressivas acompanhadastoi@as
sistémicos. Nestes camundongos € descrito um aardanproducéo de interleucina-4
(IL-4) (HEINZEL, SADICK et al, 1989; SACKS, NOBEN-TRAUTH, 2002).
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A diferenciacdo de células ThO em células com Ipaefiproducdo de citocinas
do tipo Th1l ou Th2 ocorre apds a apresentacio rtageaos as células T CDAaive
por células dendriticas. A interacdo das molécuasstimulatorias com seus
respectivos ligantes em conjunto com a acao dasimés promovem a diferenciagcéo
destas células para células com perfil Thl ou Higufa 1). Na diferenciacdo para
células Thl, células apresentadoras de antigermuzem IL-12 que promove a
diferenciacdo para este perfil de resposta, qukiiirec producdo de citocinas proé-
inflamatorias como IFNs fator de necrose tumoral-alfa (TNf-e IL-2. Enquanto a
polarizagdo para células do tipo Th2 é mediada pelecdo de IL-4 (SACKS,
NOBEN-TRAUTH, 2002). O perfil de resposta Th2 pra@a@ producdo de citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-13 que direciona a respostainma para a resposta humoral com

proliferacédo de linfocitos B e producao de imunbglma G (IgG) e IgE.
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Figura 1. Modelo de diferenciacéo de células CO41 e Th2. Adaptado de SACK &
NOBEN-TRAUTH, 2002.
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O IFN-y é uma importante citocina envolvida na respostdracleishmania
por atuar ativando macréfagos. Nos macréfagos disjaas espécies reativas de
oxigénio (HO,) e os intermediarios de nitrogénio (NO) séo praths, o que resulta na
morte intracelular daeishmaniad MURRAY, RUBIN et al, 1983).

A dicotomia entre o perfil de resposta do tipo TI'h2, demonstrado nos
modelos experimentais, ndao foi evidenciada nas@des humanas pdreishmania
Contudo, o equilibrio entre a resposta inflamatéria resposta regulatoria parecer ser
importante para @learanceda Leishmaniae para a resolucdo das lesbes (GOMES-
SILVA, DE CASSIA BITTAR et al, 2007).

Os sintomas clinicos observados nos pacientestadfes sdo resultado da
associacdo entre os fatores de viruléncia do parash resposta imune montada pelo
hospedeiro. Infeccbes subclinicas, que geralmentant espontaneamente, estao
associadas ao desenvolvimento de uma resposta icalmar eficaz e bem regulada
(COSTA, VALE et al, 1990).

Pacientes com leishmaniose cutanea apresentam wmmudtiplas lesdes
ulceradas, com bordas elevadas e fundo granulomafsscélulas mononucleares do
sangue periférico (PBMC) destes pacientes aprasamiaa forte resposta proliferativa,
elevada producéo de IFjNe TNF«a e reduzida producéo de IL-5 e IL-10 em resposta a
antigenos delLeishmania (BACELLAR, LESSA et al, 2002). Pacientes com
leishmaniose mucosa apresentam lesées na mucoslaenasofaringea com intenso
processo inflamatorio que pode levar a destruigiicapto nasal e aparecimento de
lesbes desfigurantes. As PBMC destes pacientegepanh com maior intensidade e
produzem altas concentracdoes de NENINF-a e IL-5 em resposta aos antigenos de
Leishmania,comparado aos pacientes com leishmaniose cutAid@a.da resposta do
tipo Thl exacerbada e do padrdo misto de citociitas e Th2, estes pacientes
apresentam baixas concentracdes de IL-10 e fatvadsformacédo de crescimento-beta
(TGF{) (BACELLAR, LESSA et al, 2002; CACERES-DITTMAR, TAPIAet al,
1993; PIRMEZ, YAMAMURA et al, 1993) Embora o TNFa tenha importante papel
no controle do parasita, também atua contribuinédoa po dano tecidual e as
manifestacbes exacerbadas encontrada nos paciecbes lesdes mucosas
(CARVALHO, JOHNSON et al, 1985; RIBEIRO-DE-JESUS, ALMEIDAet al,

1998). Por outro lado, a reducdo das citocinasoresjveis pelo controle da resposta
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imune e da expressdo dos receptores de IL-10 prowadesregulamento da resposta
imune (FARIA, GOLLOBEet al, 2005).

Outra forma de apresentacgdo clinica € a leishmardsseminada. Esta forma
apresenta multiplas lesbes acneiformes, papulareslagradas em varias partes do
corpo (CARVALHO, PASSO®t al, 2005). A resposta Thl nestes pacientes, apesar de
presente, encontra-se diminuida em comparacdo aoenpes com leishmaniose
cutanea. Desta forma, a reducdo na producdo dey lfaMerece a disseminacao do
parasita e a multiplicacéo das lesbes (CARVALHORBAL et al, 1994).

As formas mais graves da infeccdo pershmaniacomo a cutanea difusa e a
visceral, sdo associadas ao grande numero de tpar&sia menor resposta Thl. A
leishmanose difusa é caracterizada por numerosasdenodulares disseminadas pelo
corpo. Nos pacientes com leishmaniose difusa, posts imune mediada por células
especifica aLeishmaniaé anérgica com auséncia de secrecdo deylENelevada
producdo de IL-4, IL-5 e IL-10 (CACERES-DITTMAR, PA et al, 1993). Da
mesma forma, na leishmaniose visceral, os linféc#@o incapazes de proliferar e de
produzir IFNy em resposta ao estimulo com antigenos Ldeshmania e por
consequéncia de ativar macréfagos para eliminaarasfia. Foi descrito que nestes
pacientes a reacdo de hipersensibilidade tartlieishmnaniaé negativa e as citocinas
Th2, IgG e IgE encontram-se elevadas (ATTA, D'OLIRE et al, 1998;
CARVALHO, BACELLAR et al, 1988; ZWINGENBERGER, HARMS®t al, 1990).

1.2 INFECCAO PELO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.2.1 Estrutura do HIV

O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-Agente etiolégico da
imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS), € umaeiius envelopado que pertence a
familia Retroviridae, génerdentivirus (BARRE-SINOUSSI, CHERMANNet al,
1983; POPOVIC, SARNGADHARANMNt al, 1984).
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O HIV possui capsideo viral formado pela protei2d,po ndcleo capsideo
composta por p7 e p9, duas fitas simplesRNA e trés enzimas virais: protease,
transcriptase reversa e integrase. O envelope &ic@mposto pela gp120, subunidade
de superficie, e pela gp4l, subunidade transmembfBARRE-SINOUSSI, 1996;
CHAN, KIM, 1998).

O HIV-1 infecta tipos celulares que expressam a&moé CD4, como linfocitos
T, mondcitos/macrofagos e células dendriticas. tAratdo de alta afinidade entre a
molécula CD4 e a glicoproteina de superficie do KJp120) inicia a entrada viral na
célula alvo e a infeccdo (KLATZMANN, CHAMPAGNIet al, 1984). A ligacdo da
gpl120 ao CD4 e aos coreceptores virais (CCR5 e @X@BRsencadeia modificacdes
tridimensionais que permitem a entrada do capsiaecitoplasma e a liberacdo do
envelope, das enzimas e do genoma virais (HELSEJEEHEVSKY et al, 1990;
WU, GERARDet al, 1996). Em seguida, a transcriptase reversa adatiiniciando a
transcricdo das fitas de RNA em cDNA, que é ingrao genoma da célula
hospedeira formando o prévirus, o qual produz asepras virais quando a célula é

ativada.

1.2.2 Epidemiologia

Segundo estimativas da OMS e do Programa ConjagdNdcdes Unidas sobre
HIV/AIDS (UNAIDS), em 2009, 33,3 milhdes de pessaaam portadoras do HIV
(Figura 2). O crescimento mundial da epidemia de AIDS pateonder a estabilizacao,
pois 0 numero anual de novas infeccbfes e a matiidelacionada a AIDS tem
diminuido desde 1990. Em 2009, foi estimado em r2ides de novos casos de
infeccdo por HIV e 1,8 milhdes de morte relacionad&IDS. A mortalidade tem
reduzido desde 2004, quando o numero de mortedeePal milhdes, devido ao maior
acesso a terapia antiretroviral (ARV) e a melharasservico de saude para as pessoas

gue vivem com AIDS.
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Figura 2. Prevaléncia global do HIV em 2009. 2010 GLOBALARRBERT/UNAIDS.

Mais de 95 % das infec¢cdes causadas pelo HIV ctracerse em paises em
desenvolvimento e 68 % do total ocorrem na Afrighssariana. Assim como o maior
namero de novas infec¢des, que foi estimada emmlf®es em 2009 (UNAIDS,
2010).

No Brasil, o primeiro caso conhecido de AIDS fotificado em Sao Paulo, na
década de 1980. Segundo o Ministério da Saude (AN notificados 592.914 casos
da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDSreer1980 e 2010. Na populacao
brasileira entre 15 e 49 anos, a taxa de prevaé@lzinfeccéo é de 0,6 %.

Inicialmente, homossexuais, usuarios de drogastawges e individuos
transfundidos com hemocomponentes representavamnagpais grupos afetados pela
epidemia HIV/AIDS. Nos Uultimos anos, o perfil daidgmia tem se alterado,
aumentando a prevaléncia de AIDS em heterossexermisnulheres e na camada da
populacdo com menores indices sociodemograficés) de estar alcancando cidades
de médio e pequeno porte, no interior do pais. Atlisso, houve uma reducdo na
mortalidade devido ao acesso livre e universalmimsentes com AIDS ao tratamento
antiretroviral, através da distribuicdo destas dsopgelo sistema publico de saude do

pais (Ministério da Saude).
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1.2.3 Imunopatogénese

A infecc@o causada pelo HIV é caracterizada peldaperogressiva de linfocitos
T CD4, que conduz ao desenvolvimento de infeccbes ametas (CLERICI,
STOCKSet al, 1989).

O curso clinico de infecgdo pelo HIV inclui trésédggos: infeccdo primaria,
laténcia clinica e AIDS. Nas primeiras semanas apiéseccdo, ocorre 0 aparecimento
de sintomas agudos e inespecificos, com extensieania e elevado numero de
linfocitos T CD4 infectados. O inicio da resposta imune anti-HIgreg¢enca de
anticorpos e de linfécitos T citotoxicos) coincidem a diminuicdo da viremia,
conduzindo a uma fase de laténcia clinica que eptadaixas quantidades circulantes
de virus e de células infectadas. Neste periode,vgua de 8 a 10 anos, continua a
ocorrer replicacéo viral, sobretudo nos tecido®ides, e gradualmente a contagem de
linfocitos T CD4 reduz. A fase do estabelecimento da AIDS caracte® pela
diminuicdo acentuada da proporcédo de linfocitos 04T aumento da carga viral e
aparecimento de infecgbes oportunistas (COFFINSJ199

A natureza complexa da infeccdo pelo HIV-1 é resldtda interacdo de
multiplos fatores como a continua replicacdo viealativacdo persistente do sistema
imune e a desregulacdo da producdo de citocinasaniBua infeccdo primaria é
detectado o inicio da resposta imune celular e malhespecifica abllV, entretanto a
replicacdo viral ndo € contida de forma apropriadgue permite a continua replicacao
e a progressao para uma infeccao cronica, resoltamduma imunossupressao grave
(FAUCI, PANTALEO et al, 1996; PANTALEO, FAUCI, 1996).

Na infeccdo priméria, sé@o identificados elevadowmlos de anticorpos
especificos ao HIV com a atividade neutralizantmpo@metida (MOORE, CA@t al,
1994; TINDALL, COOPER, 1991). A disseminacéo inictho virus sugere que 0s
anticorpos nao sao protetores, entretanto podenurseimportante mecanismo para
remover 0 numero elevado de particulas virais dauleicio (PANTALEO, FAUCI,
1996). Também é possivel observar a atividade ss@r@ mediada por linfocitos T
CDS8', que atua contribuindo no controle da propagagieinis e da progresséo da
doenca (MACKEWICZ, ORTEGAet al, 1991). Por outro lado, a resposta imune
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mediada por células encontra-se diminuida devidepdecdo dos linfocitos T CD4éu
pela supressdo mediada pelos fatores soluveis@nas (PANTALEO, FAUCI, 1996).

A diminuicdo de linfécitos T CD4durante a infecgdo pelo HIV compromete a
capacidade funcional da resposta imune. Inicialmert resposta especifica aos
antigenos de memoaria € diminuida, posteriormemt#¥éan € perdida a resposta aos
aloantigenos e aos mitdgenos (CLERICI, STOCKS al, 1989; GRUTERS,
TERPSTRA et al, 1990). A reducédo dos linfécitos T CD4corre por diversos
mecanismos. O continuo brotamento do virus emainfectadas causa rupturas na
membrana e aumento da permeabilidade, o que rewltaorte celular. Em células
infectadas, a apoptose é um dos mecanismos quecordigbui para a destruicdo de
células e é diretamente correlacionado a progrets@oenca. Além disso, os linfocitos
T citotoxicos (CTL) especificos para o HIV recondraccélulas infectadas e o contato
célula-célula conduz a lise da célula infectadaRRNJAPE, 2005).

No curso da infeccdo pelo HIV, foi descrito o autoeda producdo das
citocinas IL-6, TNFa e IL-10. Em contraste, as citocinas IL-2 e IL-4afo raramente
encontradas nos individuos infectados por HIV. Omento da producdo de
determinadas citocinas pro-inflamatérias, como ¢-bi\ contribuem para a progressao
da infeccao pelo HIV, pois elas sdo capazes de r@ama expressao viral (FOLKS,
CLOUSE et al, 1989; GRAZIOSI, PANTALEOet al, 1994). Estas citocinas podem
modular a replicagdo do HIV nos linfécitos T e moacréfagos, contribuindo assim
para a manutencao dos niveis constantes de expnassid principalmente nos tecidos
linféides.

A resposta imune especifica para o HIV, principalteea ativacdo do sistema
imune sdo paradoxalmente mecanismos que propaganieecdo (PANTALEO,
FAUCI, 1996). O aumento da expressdo das moléddasivacdo, CD38 e HLA-DR,
nos linfocitos T CD4 e CD§, por exemplo, é correlacionado com a reducéo doendl
total de linfécitos T CD4(BENITO, ZABAY et al, 1997).

Foi observado que a func&@ohElper dos pacientes infectados pelo HIV apds
estimulo com antigenos de memaria conduz a um dorderiL-4, 0 que esta associado
a progressao para a AIDS (CLERICI, HAKI# al, 1993). Assim como, 0 aumento da
subpopulagdo CD45R@ a reducdo na subpopulacdo CD45Ras linfocitos T CD4
e CD§ est&o envolvidos no avanco da infeccdo (BENITOBEX et al, 1997).
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Estudos realizados em animais e em humanos ténerevaio uma grande
heterogeneidade nas células T CDMlUltiplos fenotipos e um grande espectro de
funcdes tém sido descritos em diferentes infecg@iass (APPAY, DUNBAR et al,
2002; ROMAN, MILLER et al, 2002). As células T de memoria sdo classificaias
subpopulacdes de acordo com a expressdao de CCR7eeeptor de quimiocina
envolvido nohoming destes para os linfonodos e de CD45RA, uma maédel
membrana envolvida na ativagéo de células e daipéadde citocinas. As célulaaive
expressam CD45RA e CCRY7. As células de memoriaiadepressam CCR7, mas nao
expressam CD45RA e produzem IL-2. As células de dnenefetora ndo expressam
CD45RA e CCR7 e produzem IFNESALLUSTO, LENIGet al, 1999). Os linfécitos
T efetores sdo perdidos na auséncia do parasitparto que os linfocitos T de
memoria persistem. Em uma infeccdo secundariaamortos linfocitos T de memaria
central tornam-se efetores e conferem protecdo FRIRVALLELIAN et al, 2005).

A heterogeneidade funcional e fenotipica das celdeamemodria é influenciada
por diferentes condi¢cdes de exposicao e de pearsiatdo antigeno. Uma resposta com
predominio de linfécitos T CD4le memodria, que produzem IL-2 e/ou IL-2/IFNesta
associada ao controle da infeccdo, como por exemmaoinfeccdo pelo HIV em
individuos com progresséo lenta. Por outro ladpremlominio de linfécitos T CD4
produtores de IFN-esta associado a persisténcia de altos niveistifgeaos, como em
individuos com infeccdo crbnica e progressiva piM-1 (HARARI, VALLELIAN et
al., 2005).

A introducdo da terapia ARV diminuiu o impacto deortalidade e da
morbidade dos pacientes com HIV/AIDS ao levar aipecacdo do sistema imune e
consequentemente a reducdo das infecgbes opaasiniEm disso, j& nas primeiras
semanas de tratamento € possivel identificar acédde 90 % da concentracdo de
RNA do HIV circulante (PAKKER, ROO%t al, 1997).Durante a recuperacdao do
sistema imune, ocorre 0 aumento da contagem déécitos T CD4, devido ao
aumento inicial da recirculagdo da subpopulacameoria, a reducdo da ativacdo do
sistema imune seguida da recuperacdo da respastmtigenos de memoria e por fim
ao aumento de linfécitos T CDAaive(AUTRAN, CARCELAIN et al, 1997).
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1.3  COINFECCAO HIVLEISHMANIA

1.3.1 Epidemiologia

O primeiro caso de leishmaniose associado ao wlaisimunodeficiéncia
adquirida (HIV) foi relatado em 1985, na Europasteoormente, o numero de casos
relatados no sudoeste europeu aumentou rapidaifwiht®, 2007) (CRUZ, NIETCet
al., 2006), devido a sobreposicdo da distribuicdo gdimg dos casos de leishmaniose
visceral e de AIDS. A co-existéncia das duas epidem resultado da disseminagéo da
pandemia da AIDS para éareas rurais e da leishnanpasa areas periurbanas
(DESJEUX, ALVAR, 2003).

Atualmente, 35 paises ja relataram casos de cgide(DESIJEUX, ALVAR,
2003) Figura 3) e aLeishmaniaé considerada um patégeno oportunista em indigiduo
infectados pelo HIV (ALVAR, CANAVATEet al, 1997; LOPEZ-VELEZ, 2003;
OLIVIER, BADARO et al, 2003).

Distribui¢fio mundial da leishmaniose (177) os paises que reportaram coinfec¢io por HIV/Leishmania (), 2001.

Figura 3. DistribuicAo mundial da leishmaniose e os paises rgportaram casos de
coinfeccao HIVLeishmania(Adaptacdo de DESJEUX, ALVAR, 2003).
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Na Europa, 70 % das leishmanioses viscerais, erttoadestao relacionadas
com HIV/AIDS. Entre os casos europeus, 90 % saiaebs na Franca, Italia, Portugal
e Espanha (WHO, 2000). A populacdo em maior rigcoaihfeccdo HIM.eishmaniaé
a o grupo de usuarios de drogas injetaveis (UDIg mppresentam 70 % dos casos
conhecidos (LOPEZ-VELEZ, 2003). E provavel que Gmeros sejam ainda maiores
em varios paises da Africa e Asia, que possueradaib diagndstico e tem deficiéncias
no sistema de informac&o.

Nas Américas, a maioria dos relatos de coinfeceéo drigem no Brasil, pais
que possui bom sistema de vigilancia epidemiolégas duas doencas (WHO, 2007).
No Brasil, 37 % dos casos relatados de coinfeco@dlpv//Leishmaniaapresentaram a
forma visceral da leishmaniose e 63 % a forma teguan, sendo a maioria destes na
apresentacao mucocutanea ou mucosa (43 %). Ngai&apéo, a maior parte dos casos
(18 %) ocorreu no grupo de individuos com via deosicao heterossexual para o HIV
(RABELLO, ORSINIet al, 2003).

A sobreposicao da infeccao por HIV e petashmaniaocorre em diversas areas
no Brasil. Nos ultimos anos, as areas de risco pamnfeccdo HIM/eishmaniagem se
ampliado devido as modificagBes no perfil epideggalo da infeccdo pelo HIV, como
o aumento da prevaléncia de AIDS em homens hettoas, em mulheres e na
camada da populacdo com menores niveis socioecoo®minas cidades de médio e

pequeno porte, no interior do pais (Ministério dade)(Figura 4).

AIDS

>10.000 casos
<10.000 casos

Leishmaniose cutanea
Leishmaniose visceral

Figura 4. Areas de risco de coinfec¢gdo HIMishmaniano Brasil.
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Alguns pacientes ap0s o inicio do tratamento ARKsgntam uma deterioracao
clinica que coincide com a reducdo da carga viamhemento de linfocitos T CD40s
pacientes exibem uma sindrome inflamatoria de evagdo imune (IRIS) caracterizada
por uma resposta inflamatéria contra antigenos mdecciosos ou infecciosos
introduzidos antes do inicio da terapia ARV. A IRiSnsiste de varias alteracdes
imunologicas que parecem ser resultado de disfengéeestauracdo da resposta imune
especifica e/ou da regulacdo imune. Contudo, aopatogenese da IRIS ainda néo é
bem compreendida. A maioria dos casos de IRIS éciaska com:Mycobacterium
avium complex, Mycobacterium turbeculosis cytomegalovirus e herpes zoster
(FRENCH, 2009; SHELBURNE, HAMILLet al, 2002). Recentemente, foram
descritos casos de leishmaniose associados a IRIBRYSCIAK-TALHARI,
RIBEIRO-RODRIGUESet al, 2009; POSADA-VERGARA, LINDOSGet al, 2005;
SINHA, FERNANDEZet al, 2008).

1.3.2 Imunopatogénese

A leishmaniose associada a infeccao pelo HIV @mtesdiversas caracteristicas
distintas: disseminacdo do parasita via sisteniautet endotelial sem envolvimento
visceral, causando leishmaniose cutanea difusaalifacbes atipicas como
consequéncia da disseminacdo parasitaria e ddli@iéna imunidade celular;
progressao cronica; aumento da recidiva; e mersposta terapéutica (CRUZ, NIETO
et al, 2006).

No Brasil, a forma tegumentar é mais frequenténAtle quadros classicos de
leishmaniose tegumentar, apresenta manifestacigsaat como o aumento de lesdes
cutaneas disseminadas e mucosas. Principalmentadiogluos com imunodepressao
grave, contagem de linfécitos T CD4 200 células/mrh(LINDOSO, BARBOSAet
al., 2009; MATTOS, CAIZAet al, 1998). Tendo em vista a redugao na reposta Thl
presente em pacientes com HIV, ainda néo estacaresos 0S mecanismos
imunologicos envolvidos nas lesdes de leishmamosepacientes infectados pelo HIV,

principalmente os relacionados com dano mucoso.
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Os macrofagos tém sido reconhecidos como célaipsriantes na patogénese
da infec¢éo, pois sao alvos primarios do viruslimb@nodos, nos pulmdes e no sistema
nervoso central e compdem reservatorios importamtes virus (DALGLEISH,
BEVERLEY et al, 1984; MELTZER, SKILLMAN et al, 1990). Por sua vez, a
Leishmaniatambém infecta e se multiplica no interior dos matagos (OLIVIER,
BADARO et al, 2003). A presenca de ambos 0s microorganismomesmo tipo
celular pode ter implicagbes importantes na cog#ec como por exemplo, na
progressao infecgcao pdlaishmaniaf TREMBLAY, OLIVIER, et al, 1996).

Foi demonstrado que promastigotasL@é@éshmania infantunpodem induzir a
expressao do HIV em uma linhagem de mondcitos tafles. A expressdo é mediada
pela glicoproteina, lipofosfoglicano, componentsit@a da membrana do parasita, que
atua promovendo a secrecéo de TdNFeitocina conhecida por aumentar a expressao do
HIV (BERNIER, TURCOet al, 1995; FOLKS, CLOUSEet al, 1989). Além disso,
tem sido observado que nos pacientes coinfectaclmseoum aumento de linfocitos
expressando a molécula CCR5, o que pode favoretarépida progressao para AIDS
(NIGRO, RIZZOet al, 2007; OLIVIER, BADAROEet al, 2003).

Elevadas taxas de resultados falsos negativosorogia paralLeishmania
foram observados nos pacientes coinfectadosHbdfLeishmaniacom leishmaniose
visceral. Tal observacio pode esta correlacionanaacreducdo dos linfocitos T CD4
e com a perda da capacidade dos linfécitos de Inecen antigenos deeishmaniae de
estimular linfécitos B (CRUZ, NIETGt al, 2006; MEDRANO, CANAVATEet al,
1998).

Nos pacientes coinfectados cétt//Leishmaniague apresentam a forma clinica
de leishmaniose visceral ocorre uma aumento deiés Th2 (IL-4 e IL-10) quando
comparado com pacientes com apenas leishmanicssralifCACOPARDO, NIGRO
et al, 1996; NIGRO, CACOPARDG@t al, 1999).

Possivelmente, a funcionalidade das células dedriartambém € afetada pela
coinfeccdo por HIM/leishmania pois em varios pacientes com leishmaniose
mucocutanea infectados por HIV o resultado da realg hipersensibilidade tardia
(DTH) para antigeno deeishmaniaé negativo (BADARO, 1997).

A imunossupressao causada pelo HIV prejudicaposta celular especifica. Foi
observada a auséncia de resposta linfoproliferatdgaantigenos deeishmaniaem um

paciente coinfectado por HIMéishmaniacom leishmaniose cutadnea (DA-CRUZ,
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MACHADO et al, 1992). A inibicdo da resposta proliferativa po@eorecer a
disseminacéo do parasita para locais atipicosagasipemia. Além disso, a auséncia da
producdo do IFNs também pode contribuir com a parasitemia e assaptacdes
clinicas disseminadas e de maior gravidade (OLIVIBADARO et al, 2003;
WOLDAY, AKUFFO et al, 1994).

A introducéo da terapia antiretroviral para o HI\édificou a histdria natural da
infeccdo e das doencas oportunistas (KAPLAN, HANS&MI, 2000; MOCROFT,
VELLA et al, 1998). O numero de casos de coinfec¢cdo Ediéhmanianos paises da
Europa diminuiu (LOPEZ-VELEZ, CASADCet al, 2001), contudo, por causa do
aumento da coexisténcia das duas doencas, a aginfesta atingindo os paises que sao
os maiores focos endémicos da leishmaniose. Osmasicoinfectados que recebem a
terapia ARV apresentaram melhor taxa de sobrevi@@nceducao do risco de recidivas
do que os pacientes que nado fazem o tratamento ADAS LOPEZ-VELEZ et al,
2001; PINTADO, MARTIN-RABADAN et al, 2001). E provavel que a restauracgéo da
resposta imune e a diminuicdo da carga viral piigsib o melhor controle da infeccao
pelaLeishmania(LOPEZ-VELEZ, CASADOet al, 2001). Entretanto, foi determinado
que entre 38 a 70 % dos pacientes coinfectadoslivani em 24 meses apdés o
tratamento anti-eishmania As recidivas ocorrem independentemente da comtatge
linfocitos T CD4 e da carga viral (CASADO, LOPEZ-VELE& al, 2001; LOPEZ-
VELEZ, 2003).

Os mecanismos imunopatogénicos pelos quasishmaniae o HIV interagem
ainda ndo estdo bem estabelecidos. Assim comogsi@definido de que forma a
infeccdo pelo HIV compromete a resposta imune éipe@ Leishmanianos pacientes
com leishmaniose cutanea. Desta forma, compreeasgealteracdes imunologicas
encontradas nos pacientes coinfectados por HIVeishmaniaé importante para
identificar estratégias de tratamento para redwirmorbidade relacionada a

leishmaniose nestes individuos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune celular dos pacientedeciados por HIM.eishmania

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a resposta linfoproliferativa das célulasnonucleares do sangue

periférico frente aos antigenosldgshmania

2 Avaliar o estagio de maturacdo dos linfocitos DAC especificos para
Leishmania
3 Avaliar a restauracdo da resposta imune especfifera os antigenos de

Leishmaniaapds o tratamento para leishmaniose.



29

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de corte transversal.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Bissgda Fiocruz e pelo
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)o§ad pacientes assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

3.3 POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de uma amostra de conveniéncia. Part@ipao estudo 20 pacientes
divididos em dois grupos: (1) 8 pacientes coinfgasapor HIV eLeishmania(Tabela
1), (2) 12 pacientes com infeccdo ativa confirmadaLdishmaniae com sorologia
negativa para o HIV Tabela 2. Todos os pacientes infectados darishmania
apresentavam como forma clinica a leishmanioseneat&-oi incluido, igualmente, um
grupo controle de 10 individuos nédo infectados.

Os critérios de inclusédo para o grupo leishmaniossm: intradermoreacéo de
Montenegro com induragdo > 5 mm, evidéncia histipgica del_eishmaniano tecido
ou cultura positiva pardeishmania sppno tecido ou sangue ou sorologia (ELISA)
positiva pard_eishmania.

Os pacientes foram selecionados por busca ativddaspital Universitario
Professor Edgar Santos (HUPES) e no Hospital GRa@derto Santos (HGRS),
localizados em Salvador, Bahia, Brasil.
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Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos paciestcoinfectados por HIV d_eishmania

_ Idade _ _ Linfécitos T CD4" Carga viral
Pacientes Geénero Procedéncia Forma Clinica i
(Anos) (Células/mnt) (Log)
HIV/Leish 03 F 42 Valenca Mucocutanea 93 1,9
ativa
HIV/Leish 05 F 22 Séao Cutanea ativa 901 54
Sebastidao
HIV/Leish 06 M 36 Gandu Cutanea tratada 165 5.2
Cutanea
HIV/Leish 08 F 62 Cachoeira Disseminada 415 34
tratada
HIV/Leish 09 M 59 Teolandia Cutanea ativa 78 5,0
HIV/Leish 12 M 36 Dias D'avila  Cutanea ativa 615 91,
HIV/Leish 13 M 36 Mutuipe Cutanea ativa 104 5,0
HIV/Leish 14 M 25 Corte de Mucocutanea a1 4.6
Pedra ativa

NI: Nao informado; F=Feminino; M=Masculino
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Tabela 2. Dados clinicos e demograficos dos paciestinfectados poileishmania

Pacientes Género \dade Procedéncia Forma Clinica
(anos)
Leish 21 M 24 NI Cutanea disseminada
Leish 22 M 52 NI Cutanea
Leish 24 M 69 Piritiba Mucocutanea
Leish 27 M 34 NI Mucosa
Leish 28 M 37 lIhéus Cutanea
Leish 31 M 21 NI Cutanea
Leish 32 F 22 NI Cutanea
Leish 33 M 66 Simdes Filho Cutanea
Leish 35 M 63 NI Cutanea
Leish 36 M 27 Salvador Cutanea
Leish 37 M 76 NI Cutanea
Leish 38 F 38 NI Mucocutanea

NI: Nao informado; F=Feminino; M=Masculino.

A contagem de linfécitos T CD4dos pacientes coinfectados por HIV e
Leishmania(241 células/mr IQR 96-384 células/mi foi significantemente menor
comparada a contagem dos linfécitos T CBds pacientes infectados dagishmania
(784 células/mrh IQR 599-1477 células/mitn (p=0.003, teste Mann-Whitney). A
mediana da carga viral dos pacientes coinfectamaef4.8 log copias/mL (IQR 2.3-5.1
log copias/mL). Nao houve diferenca em relacdo dian@ da idade dos pacientes
coinfectados por HIV d.eishmaniaem comparacdo com a mediana da idade dos

pacientes infectados apenas peishmanigTabela 3.
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Tabela 3: Principais caracteristicas clinicas e eg¢émiolégicas dos pacientes coinfectado

por HIV e Leishmania e dos pacientes infectados apenas plogeishmania

Grupo Idade Género Linfocitos T CD4"  Carga Viral
(n) (anos) masculino (%) (células/mn?) (log)
Coinfectado
38 (22-62) 67 241 (96-384)** 4,8 (2,3-5,1)
(n=8)
Leishmaniose
44 (21-76) 83 784 (599-1477) ND

(n=12)

ND: Nao determinado. Os dados sobre idade saoamteeios em média e os sobre contagem de
linfocitos T CD4 e carga viral sdo apresentados em mediana eatdanterquartil (IQR). As
diferencas estatisticas entre os grupos foramrdetadas pelo teste Mann-Whitney, p<0,05.
**: Diferenca estatistica significante (p=0,003).

3.4 OBTENGCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE REFERICO

ApoOs a assinatura do TCLE, foram coletados, de ratigiduo, 20 mL de sangue em
tubos contendo heparina. As células mononucleanesadgue periférico (PBMC) foram
separadas por gradiente de Ficoll-Hypaque (AmerdBmsciences, Piscataway, NJ, USA).
As células foram criopreservadas em solucdo cooteggato fetal bovino e 10 % de

dimetilsufoxido (DMSO) e armazenadas em nitrogéigieido até o momento das analises.

3.5 AVALIACAO DA PROLIFERACAO DOS LINFOCITOS T ESREHFICOS

As PBMC foram descongeladas, ressuspensas na tagéende 1x10células por 1
mL de meio RPMI-1640 (Gibco, New York, USA) suplertao com L-glutamina,
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (1Q@/mL) e 10 % de soro fetal bovino (SFB) e
incubadasovernight a 37 °C, com 5 % de GOA amostra foi considerada satisfatoria se a
viabilidade celular era superior a 85 %. Para avairesposta proliferativa, as PBMC foram

marcadas com 1,M de carboxyfluorescein succinimidyl est6€€FSE, Molecular Probes,
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Eugene, OR, EUA). A marcacdo com CFSE foi realizadaforme os procedimentos
descritos pelo fabricante. Em seguida, as PBMQriaraltivadas em tubos estéreis com meio
RPMI-1640 completo, suplementado com 10 % de s&{$AB), por 5 dias, a 37 °C com 5
% de CQ. O meio de cultura foi trocado no terceiro diacdéivo. As condi¢cdes de cultivo
foram as seguintes: 1) meio de cultura comu@nL de antigeno sollvel deeishmania
(SLA), 2) meio de cultura com @g/mL de fitohemaglutinina (PHA) e 3) meio de cudtur
suplementado comig/mL de IL-2.

Para avaliar a proliferacdo na subpopulaces étecitos T, apds a cultura, as PBMC
foram lavadas com PBS, e os sitios inespecificoanfobloqueados com SFB antes da
incubacdo com anticorpos monoclonais anti-CT{Becton Dickinson Pharmingen, San Jose,
CA, EUA) e anti-CD8F (eBioscience, San Diego, CA, USA). Em seguidaPB8IC
foram fixadas com PBS-formaldeido a 1% e adquiritlas=ACSAria (Becton Dickinson,
CA, USA). A proliferacdo foi avaliada com o auxilito softwarepara analises de dados de
citometria, FlowJo™ (versao 7.6, Tree Star, In@7192009) Figura 5).
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Figura 5. Proliferacdo dos linfécitos T de um individuo cotegrnédo infectado. Proliferacao
na auséncia de estimulagao antigénica. As PBMCadasccom CFSE foram incubadas por
cinco dias em meio RMPI completo suplementado corn #B na presenca de apenas 1
pug/mL de IL-2 ou 2ug/mL de fitohemaglutinina (PHA). ApGs a culturaRBMC foram a
adquiridas no FACSAria e a intensidade de prolg@oafoi avaliado no software FlowJo. A e
C: Selegéo de linfécitos por tamanho e granulogd&® Exemplo da curva gerada pela
analise das PBMC marcadas com CFSE que nao paofifdd: Exemplo da curva gerada pela
andlise das PBMC marcadas com CFSE com cinco gegsoliferacdo, cada um representa
uma ciclo celular.

A intensidade de proliferacdo foi avaliada atraugdice de divisdo celular, que
corresponde ao nimero médio de divisdes de uma¢AINGULO, FULCHER, 1998). Para

determinar o ponto de corte correspondente a prafifio, as PBMC de individuos nao
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infectados foram cultivadas em meio RPMI-1640 catlsuplementado com 10 % de SAB,
e incubados a 37 °C com 5 % de GO1 Ul/mL de IL-2 humana. O meio de cultura foi
trocado no terceiro dia de cultivo. Foi considerasomo ponto de corte para definir
proliferac&o dos linfocitos T CD,06, e para os linfocitos T CDB8,009.

3.6 AVALIACAO DO ESTAGIO DE MATURACAO DOS LINFOCIT® T CD4 EM
RESPOSTA AO SLA

A frequéncia de células T CD4le memoria central e efetora foi avaliada atrgoés
citometria de fluxo a quatro cores. As PBMC desetedps foram ressuspensas na
concentracéo de 1x10élulas por 1 mL de meio RPMI-1640 completo, suygletado com 10
% SFB na presenca de anti-CD28 nao marcadousL). As PBMC foram cultivadas, em
tubos estéreis, por 18 h, a 37 °C com 5 % der@® seguintes condi¢cdes: 1) meio de cultura
com 10ug/mL de SLA; 2) meio de cultura com®/mL de PHA; e 3) meio de cultura
suplementado comiL/mL de IL-2.

Apos cultura, as PBMC foram lavadas com PBS edmi@nado SFB para o bloqueio
de sitios inespecificos por 15 minutos. As PBM@Gimrincubadas, por 20 minutos, com 0s
anticorpos monoclonais: anti-CD4-FITC, anti-CD45RE; anti-CD62L-PE-Cy-5 e anti-
CCR7-PE-Cy-7 (todos da Becton Dickinson Pharmin@am Jose, CA, EUA). Em seguida,
as PBMC foram fixadas com 3QQ de PBS-formaldeido a 1% e adquiridas no FACSAria.
As andlise da aquisicéo foram realizadasafowareFlowjo ™.

Foram consideradas como linfécitos T Cié memoria central (TCM) as células que
expressavam CD62L e CCR7 e na auséncia de expre@s¥@D45RA, e de memoria efetora
(TEM) as células que ndo expressavam o0s marcad@@45RA, CD62L e CCR7. A

estratégia utilizada na analise dos fenétiposasi@sentada riéigura 6.
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Figura 6. Estratégia utilizada na analise das subpopulagédafibcitos T CD4. As
PBMC de um paciente infectado ploeishmaniaforam incubadas por 18 horas com
RPMI completo suplementado com soro fetal bovinopnesenca de anti-CD28 e
antigeno soluvel de Leishmania. Apds a culturd?BSIC foram marcadas com anti-
CDA4-FITC, anti-CD45RA-PE, anti-CD62L-PE-Cy-5 e a@CR7-PE-Cy-7 e adquiridas
no FACSAria. As analises de citometria de fluxafarrealizadas no software FlowJo.
A populacao de linfécitos foi separada do PBMCltptdo tamanho e granulosidade.
Na popualcio de linfécitos foi realizado uate nas células CD4(A). No gate de
linfocitos CD4 foi separada a populacdo CD45R@, Q2) e a populacdo CD45RA
(B, Q3). Na subpopulagdo de linfocitos CBDA5RA foi avaliada a expresséo de
CCRY7 e de CD62L. A subpopulagéo de células queessparvam duplamente o CCR7 e
0 CD62L C, Q3) foi considerada como de linfocitos Cloé memoria central (TCM) e
a subpopulacdo que ndo expressava esses marcé&mocessiderada com linfocitos
CD4" de memoria efetoral( Q5).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o GraphPainPyri5.0 (GraphPad
Inc., San Diego, CA). As variaveis com distribuichéo-paramétrica foram
expressas em mediana e intervalo interquartil (IR)ya determinar a diferenca
estatistica entre os grupos dos individuos estwlddbutilizado o teste Mann-
Whitney e o Exato de Fisher. As diferencas foramsmteradas estatisticamente

significantes para valores de p < 0,05.
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4 CAPITULO |

O resultado da avaliagdo da resposta linfopralife® aos antigenos de
Leishmaniae do perfil de células de memoria especifichgiahmanianos pacientes
coinfectados por HIV d.eishmaniasera publicado artigo intituladd®ecreased of
Leishmania-specific memory CDZ -cells in active tegumentar leishmaniasis in AIDS
patients. Assim como a avaliacdo da recuperacdo da respostae especifica a
Leishmaniaapds o tratamento para leishmaniose.

4.1 DECREASED OF LEISHMANIA-SPECIFIC MEMORY CD4 " T-CELLS
IN ACTIVE TEGUMENTARY LEISHMANIASIS IN AIDS PATIENT  S.

Luana Leandro Gots Sanjay Mehta3, Maria Zilma Andrade Rodriguestbéo T.
Schooley, Roberto Badar®® and Maria Fernanda Rios Grdssi

1- Oswaldo Cruz Foundation- FIOCRUZ, Salvador, BaBirazil
2- Federal Universityof Bahia, Salvador, Bahia,Adra
3- University of California, San Diego, La JollaAQJSA

Key words: LeishmaniaHIV, co-infection, memory CD4T-cells.

Introduction

Over the past decade, the extension of the HI\pitleznic to areas in which
Leishmaniainfections are endemic has greatly increased tioé @f individuals at risk
for severe clinical manifestations béishmaniainfection. In particular, Leishmaniasis
and HIV overlap in several sub-tropical and tropregions around the world, including
the Mediterranean area of Europe, Brazil and Ii{@®). In Brazil, the predominant
clinical form found in HIVLeishmaniaco-infection patients is the tegumentary disease.
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Mucosal and mucocutaneous or cutaneous forms aenad in almost two-third of
cases (24). Multiple cutaneous ulcers, mucocutamemyolvement as well as
disseminated forms are frequent clinical maniféstat of tegumentary leishmaniasis in
AIDS patients (17).

Leishmaniareplicate preferentially in macrophages of paientwhich the Thl
type of cytokine response has been abrogated (@).s€lective depletion of CDA -
lymphocyte subset during HIV infection acceleratiee impairment of Thl type of
cytokine response leading to the disseminatiodnetdhmaniawvhich, in turn, accelerates
HIV-1 infection (7-8). We have demostrated previguthat HIV/Leishmaniaco-
infected patients with mucocutaneous leishmanisisisved a decreased in the ratio of
inflammatory and regulatory cytokines (RODRIGUESal, unpublished data).

The immunological mechanisms involved in the paémegis of mucocutaneous lesions
in HIV/Leishmaniaco-infected patients remain unclear, since HN\eatéd patients
have a decreased proportion of pathogens-speciimary T cells. The aim of this
study was to evaluate the proportibeishmaniaspecific central and effector memory

T-cells in HIVLeishmaniaco-infected patients.

Methods

Subjects.

Twenty-one subjects were included in the study:e fipatients with
HIV/Leishmaniaco-infection, ten patients witheishmaniainfection and six healthy
controls. All Leishmaniainfected subjects had Tegumentary Leishmaniasaties
were selected in the Hospital Universitario PradesEdgar Santos (HUPES) and
Hospital Geral Roberto Santos (HGRS), in Salva&atia, Brazil. The CD4T-cell
count of patients co-infected with HIV arebishmania(241 cells/mm, IQR 85-453)
was significantly lower compared to CDZ%-cell count ofLeishmaniainfected patients
(784 cells/mm, IQR 599-1477) (p=0.004). The median HIV viral doaf patients co-
infected was 4.6 log copies/ml (IQR 1.9-5.2). Theses no significant difference in the
median age of patients between the groups of gatiémformed consent was obtained
from all subjects. Institutional review board appmbwas obtained from Comisséo

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) and ComitéEtilea em Pesquisa da
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FIOCRUZ. In three HIMLeishmaniaco-infected patients was evaluated the immune

response after treatment for Leishmaniasis.

Antigens and antibodies.

Soluble Leishmaniaantigen (SLA) was prepared at the LPBI-(Laboratdate
Patologia e Biointervencédo) Fiocruz Bahia-BrazitieBy, Leishmania amazonensis
stationary phase promastigotes were ultrasoniaatdccentrifuged at 20,000 xg for 2 h.
Finally, the supernatant was frozen and subsequaséd at a final concentration of 10
ug/ml. Phytohemoagglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich, &buis, MO, USA) was used as
positive control at the final concentration ofig@/ml.

Monoclonal antibodies CD4 (PE and FITC), CD45RA \PED62L (PE-Cy5)
and CCR7 (PE-Cy7), CD28 (unconjugated) and isotgoesrols IgG1 and IgG2 were
obtained from Becton Dickinson Pharmingen (San ,J&aifornia). Monoclonal
antibodies CD8 (PE-Cy5) were obtained from eBiasme(San Diego, CA, USA).

Cells.

The peripheral blood mononuclear cells (PBMC) weatated by passage over
a Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, Piscatawdy, USA) gradient. After
washing three times, the PBMC were cryopreservedsaored in liquid nitrogen, until

the time of analysis.

Proliferation of antigen-specific CDA cells.

PBMC were labeled with CFSE (Invitrogen, Eugene AYBy incubating 1.5 x
10° cells with a 1.5-uM solution of CFSE in phosphhtdfered saline-bovine serum
albumin (PBS-BSA) for 20 min at 37 °C followed hya washes. CFSE-labeled cells
were cultured with SLA or PHA for 5 days in RPMI4A®B (Gibco, New York, USA)
supplemented with L-glutamine, penicillin (100 U/jnlstreptomycin (100ug/mL)
(Gibco) and 10 % AB serum at 37 °C in a humidifteetlo CQ atmosphere. Then, cells
were washed with PBS-BSA, and staimath monoclonal antibodies (anti-CD4-PE and
anti-CD8 PE-Cy5) for 30 min. Cells were acquired MCSAria (Becton Dickinson,
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CA, USA). The gate of CD4 and CD8 were done in dipmphocytes. Analyses were
performed using the Flowjo™ software (7.6, Tree Stec. 1997 — 2009). The intensity
of proliferation was determined using the cell gion index (9). The threshold to define
positive proliferative response was cell divisionéx above 0.06 for CD4T-cell and
above 0.09 CD8T-cell subset.

Flow cytometric detection of CD4T-cells maturation state.

The frequency memory specific CDZ-cell was assessed by four-color flow
cytometry staining. Briefly, 1.5xfOPBMC were cultured with RPMI-1640 (Gibco,
New York, USA) supplemented with L—glutamine, pdhic(100 U/mL), streptomycin
(100 pg/mL) (Gibco) and 10 % fetal bovine serum in preseaf 0.5ug purified anti-
CD28 antibody and SLA or PHA stimulus, and incubdaae 37 °C in a humidified 5 %
CO, atmosphere for 18 hours. Control conditions inetlithe absence of antigen with
basal interleukin-2 (1g/mL) and co-stimulatory monoclonal antibodies aloithen,
cells were washed with PBS and incubated with @b#-FITC, anti-CD45RA-PE,
anti-CD62L-PE-Cy5, and anti-CCR7-PE-Cy7 for 30 nfitained cells were acquired
by FACSAria flow cytometer and analyzed by Flowddtware. For each analysis,
viable lymphocytes were gated using forward ance sdatter, memory cells were
determined within CD4T-cells gate. Central memory T-cells (TCM) wereritified by
CD45RACDG62L'CCR7 and effector memory T-cell (TEM) were identifiedy b
CD45RACD62LCCRY7. The absolute value of lymphocyte subsets wasulzéd
based on total number of lymphocytes.

Statistical analysis.

Data were expressed as median and interquartiiger@df@R). To determine
significance of differences between subjects grougs assessed by the Mann-Whitney
test and Fisher's exact test using the GraphPathP5i02 (La Jolla, CA, USA). A p

value of less than 0.05 denoted a statisticallgiBaant difference.
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Result

A proliferative response againstishmaniaantigens was observed in the CD4
and CD8 T-cell subset of 1 out of 5 (20 %) of HIMéishmaniaco-infected individual
(HIV/Leish 14). In contrast, both CD4and CD8 T-cell subset from all patients
infected with Leishmania solely proliferated in response tioeishmania antigens
(p<0.05). A proliferative response of CD4and CD8 T-cells after stimulation with
PHA was observed in all co-infected patients antiepts infected_eishmaniasolely
(Figure 1). HIV and Leishmania o-infected patients have a median of cell division
index from CD4 T-cells (0.06, IQR 0.05-0.1) and CD8-cells (0.05, IQR 0.01-0.08)
significantly lower compared with the patients ©tesd only by Leishmania(cell
division index of CD4 T-cells: 0.18, IQR 0.15-0.26 and cell division éxdof CD4 T-
cells: 0.2, IQR 0.15-0.26) (p=0.006)igure 2).

The proportion of central memory CDZ-cells (TCM) and effector memory
CD4" T-cells (TEM) Leishmaniaspecific were similar in both HIWkishmaniaco-
infected patients and patients infected solely wiishmania(Table 1). However, the
absolute count of TEM cells in the co-infected grda cells/mm, IQR 3-28 cells/mr)
was significantly lower compared with the counfT&M in the groupg.eishmania(121
cells/mn?, IQR 61-139 cells/mM (p=0.002). The same was observed for the TCM
cells, in co-infected patients the median count &aells/mni (1-13 cells/mn), while
in the Leishmaniainfected patients the median count was 46 cell$/(@R 20-128
cells/mn?) (Table 2).
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Figure 1. Cell division index of CD4 and CD8 T-cells after stimulation with eishmania
antigens (SLA) and phytohemagglutinin (PHA) of Hl¥ishmaniaco-infected patients and
Leishmaniaonly infected patients. The dates were showedeadiam.A) Cell division index of
CD4" T-cells. The dashed line represents the thredlaothkfine positive proliferative response
(cell division index > 0.06)B) Cell division index of CD8T-cells. The dashed line represents
the threshold to define positive proliferative ra@sge (cell division index > 0.09).
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Figure 2. Proliferative response tbeishmaniaantigens of CD4 and CD8 T-cells from
HIV/Leishmaniaco-infected patientse] and Leishmaniaonly infected patientsm. Medians
are indicated by horizontal bars. Mann Whitney teas used to compare groups. Significant
differences were found between groups (p < 0.8%)Cell division index of CD4T-cells. The
dashed line represents the threshold to defindipogiroliferative response (cell division index
> 0.06).B) Cell division index of CD8 T-cells. The dashed line represents the threstwld
define positive proliferative response (cell digisindex > 0.09).



44

Table 1. .Percentage and countlogishmaniaspecific CD4 T-cell subset

. . Leishmaniasis
CD4" T-cell subset  Co-infected p
solely

Effector memory
% 15 (11-54) 17 (13-22) 0.9
Cell/mn? 5 (3-28) 121 (61-139) 0.002

Central memory
% 12 (2-25) 11 (2-22) 0.9
Cell/mn? 3(1-13) 46 (20-128) 0.004

Data are presented as median (IQR). Mann-Whitney (@), statistical differences between
HIV/Leishmaniaco-infected and leishmaniasis groups.

Discussion

HIV/Leishmaniaco-infected patients have a more sevieeesshmaniadisease with
treatment relapses and dissemination of parasiteste are evidences that Thl protective
response againdteishmaniais abrogated in HIV-infected individuals, with lew IFN-y
production (20-21). This study demonstrated thaHi/Leishmaniaco-infected patients
there is a decrease in the lymphoproliferative sasp againdteishmaniaantigens, probably
due to a decrease in the countlLafishmaniaspecific memory cells. There was a similar
proportion of TEM and TCM between co-infected patseandLeishmaniasolely infected
patients. However, the absolute count of TEM andVT@ co-infected patients was
decreased. It could explain why co-infected pasidrad a significant decrease in the N¢N-
production and in the ratio of inflammatory cyto&jnFN-y, to the regulatory cytokine, IL-10.
This decrease might be associated with replicaifdreishmania(14-15).

It is possible that the selective depletion of C¥ T-lymphocytes during HIV
infection accelerates the impairment of Thl respofeading to the dissemination of
Leishmaniain the reticuloendothelial system of the co-inéecpatient and that this, in turn,
accelerates HIV-1 infection. The absence of lympblferation in HIVAeishmaniaco-
infected patients demonstrates the inability of ¢edular immune response to control the
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spread oleishmania This alteration could contribute with the elevhparasitemia and with
atypical and disseminated lesions described in E#ldéhmaniaco-infected patients.

The HIV-infection leads decreased antigens-spemieory responses (11-12). In the
other hand, the CD4and CD8 T-cells were able to proliferate in response toAPH
suggesting that the deficiency in lymphoprolifesatappears to besishmaniaspecific.

Atypical lesions of Tegumentary Leishmaniasis amesctdbed in HIV-infected
patients, mostly in severely immunosuppressed cd€e47). Despite the reduction in Thl
response in HIV-infection, the immunopathogenic hausms involved in lesions of
Tegumentary Leishmaniasis in HMishmaniaco-infected patients are unclear. We suggest
that the atypical and disseminated lesions werealtizge decrease of protective CDB-cells
Leishmaniaspecific. Then, mucosal involvement described arArdected patients might be
secondary to an exacerbated production of DN&bserved during HIV infection (24) or the
presence to Thl7 T-cells subset. Further studiesldtbe conducted to evaluate the role of

innate immune response in co-infection with HIV arishmania.
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5 CAPITULO Il

Durante a busca de pacientes, foi identificado wwocde coinfeccdo por
HIV/Leishmaniaassociado a sindrome inflamatéria de reconstiuigdune (IRIS),
com manifestacdo clinica de leishmaniose mucocatdBgistem poucos relatos de
casos, como este, descritos na literatura, aléso,des resposta imune envolvida na
IRIS, sobretudo associado a leishmaniose, é pauopreendida. O relato deste caso e
a avaliacdo da resposta imune envolvida nas méngfess da leishmaniose
mucocutanea relacionada a IRIS intitulabiomune response to Leishmamiatigens in
an HIV-infected patient with mucocutaneous leishiasa as a manifestation of IRIS: a

case reporfoi submetido para a revis@linical and Vaccine Immunolod¥ZVI).
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Abstract

We evaluate the immune response of a patient withcocutaneous
leishmaniasis associated with IRIS, before and &aling. The manifestation of IRIS
was associated with high levels of TidFand IL-6 and a decreased IFfyproduction as
well as a low IFNy/IL-10 ratio. After leishmaniasis healed, the specrhl immune

response was restored.

Introduction

Immune reconstitution inflammatory syndrome (IRIS)characterized by an
inflammatory immune response against noninfectiars infectious antigens in
immunosuppressed patients whose immune systemsrbageered following highly
active antiretroviral treatment (HAART). These getis, or sub-clinical infections, are
often present prior to the onset of HAART [15]. iPats with IRIS experience a
paradoxical deterioration of clinical conditionsncomitant with the restoration of their
immune systems [9]. Most cases of IRIS are asstiatth infections caused by the
Mycobacterium avium complex, Mycobacterium turbeculosiscytomegalovirus or

herpes zoster [8, 19].

Leishmaniaspp. are considered to be opportunistic pathogem#iV-infected
patients [3, 7]. Currently, there are few reporfstegumentary leishmaniasis as a
manifestation of IRIS in patients with AIDS [6, 120]. The immunological
mechanisms involved in the development of IRIS-aiséed infections remain unclear,
specifically the role of antigen-specific T-cella response to these opportunistic
infections. The aim of this report was to descrihe cellular immune response to
Leishmania antigens, before and after the healing of lesians,a patient with

mucocutaneous leishmaniasis as a manifestatioRI8f |
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Case report

A 29-year-old HIV-1-infected male was hospitalizede to mucocutaneus
leishmaniasis as a manifestation of IRIS six moriti®wing the onset of HAART
(AZT+3TC+ EFZ). His CD4 T-cell count had risen to 516 cells/mrfrom 160
cells/mnt six monthsprior to hospitalization, and his HIV viral loadhieh was 92,479
copies/ml, was now undetectable. A skin biopsy aéad the presence of numerous
intracellular amastigote forms dfeishmania sppThe skin test foleishmaniawas
positive (15mm), ELISA foL. brasiliensisantigens was positive, but ELISA for rK39
was negative. The patient also reported that he leeh treated for pulmonary
tuberculosis six month before being diagnosed WibS. The patient was treated with
a corticosteroid in high doses and intravenous atgpitin B. Fifteen days later, a

marked improvement in the patient’'s mucocutaneesi®hs was observed.
Materials and Methods
Cell proliferation assay.

To investigate the specific T-cell response agaibsishmania antigens,
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) wereamtgd before and after treatment
with amphotericin B. PBMCs were cultured in thegamce of either 1@/ml of soluble
Leishmaniaantigen (SLA) [5], pg/ml of phytohaemagglutinin (PHA), or culture
medium, with 1.5uM carboxyfluorescein succinimidyl ester dye (CF3Hglecular
Probes, Eugene, OR), for a period of five days.[Ngxt, PBMCs were stained with
CD4 and CD8 monoclonal antibodies conjugated withycperythrin (PE) and
allophycocyanin (APC). Cell acquisition was perfednusing a FACS Aria Flow
Cytometer (Becton Dickinson, CA, USA) and subsetjyeanalyzed by Flowjo™
software (7.6, Tree Star, Inc. 1997 — 2009). THediésion index was used to quantify
the proliferation intensity of CD4and CD8 T-cells. The cell division index thresholds
for a positive proliferative response were deteadimo be 0.06 for CO4T-cells and
0.09 for CD8 T-cell subsets.
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Intracellular cytokine detection

The proportion of CD4 and CD8 T-cells producing inflammatory (IFN-
TNF-a) and regulatory (IL-10) cytokines was quantifieging flow cytometry
following intracellular staining with monoclonal t#mdies. PBMCs were cultured in
the presence of SLA, PHA or RPMI-1640 medium foln.18eat-inactivated human AB
serum, brefeldin A and monensin were added to wtlies in the final four hours
Then, the PBMCs were stained with anti-CD4-fluoe#sdsothiocyanate (FITC) and
anti-CD8-APC, and permeabilized with PBS-BSA-Sapobil%. In order to perform
intracellular staining, the PBMCs were incubatethvénti-INFy-PE, anti-TNFe-PE,
and anti-IL-10-PE (Becton Dickinson, CA, USA)

Plasma cytokine measurement

Cytokine levels were quantified in the patientsaggha using the human
Th1/Th2 cytokine kit 1l, BD®, cytometric bead arré@BA) (San Jose, CA, USA).

A signed form of consent was obtained from the guati The Fundacdo Oswaldo

(FIOCRUZ) ethics committee approved this study.

Results

Prior to treatment with amphotericin B

At this time, the proliferative response to SLA wawletectable in both CD4
(cell division index: 0.04) and CDg -cell subsets (cell division index: 0.®igure 1 —
white bars). In the absence of SLA stimulus, thedpction of IFNy by both CD4 and
CD8' T-cells was higher in comparison to SLA stimulatibevels of TNFa remained
similar under both conditions, while IL-10 produstiwas undetectable following SLA

stimulation in the CD4T-cell subsetKigure 2A).
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After treatment with Amphotericin B

Following leishmanial treatment, a proliferativespense to SLA was observed
in both CD4 (cell division index: 0.3) and CD8T-cell subsets (cell division index:
0.2) (Figure 1 — black bars). In the absence of SLA stimulusdpobion of IFNy,
TNF-a and IL-10 by CD2 T-cells was undetectable, and very few CO8cells were
observed to be producing these cytokines. By ashtin response to SLA stimulation,
a high proportion of CD4and CD8 T-cells producing TNF and IL-10 was detected
(Figure 2B). Production of IFNy was markedly higher in CDd -cells in comparison
with that of CD4 T-cells.

Plasmatic cytokine levels (IN¥- TNF-a, IL-2 and IL-10) increased at the
conclusion of treatment with amphotericin B, whlle6 decreased, and the IRML-10
ratio rose from 0.0 to 3.6 éble 1).
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Figure 1. Evaluation of CDZ4 and CD8 T-lymphocytes proliferation in response to
SLA of a patient with mucocutaneous leishmanaisismanifestation of IRIS, before
and after amphotericin B treatment. For determineknsity proliferation were
calculated the cell division index using the FloWjosoftware. White bars represent
proliferative response prior to Amphotericin B treant and black bars proliferative
response after Amphotericin B treatment. The dadimedrepresents the threshold to
define positive proliferative response (above 0f@6 CD4+ T-cell and above 0.09
CD8+ T-cell subset).
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Table 1. Cytokine level in the plasma of a pati@ith mucocutaneous leishmanaisis as

manifestation of IRIS, before and after AmphoteriBitreatment.

Amphotericin B treatment

Cytokine Before After
IFN-y 0.0 47.7
TNF-a 111 17.8
IL-10 5.3 13.3
IL-2 15.0 22.5
IL-4 7.1 8.2

IL-6 17.6 10.6
IFN-y/IL-10 0.0 3.6

Data are presented in pg/ml.

Discussion

The immunological mechanisms involved in the ineemglammatory response
associated with IRIS, resulting in mucosal damag@lDS patients with cutaneous
leishmaniasis, remain unclear. The recovery ofgantispecific CD4 T-cells has been
implicated in the pathogenesis of intense inflanamatesponses associated with IRIS
in patients withMycobacterium tuberculosesnd Cryptococcalmeningitisinfections [1,

4, 13, 18, 22]. However, no studies have descrthedreconstitution of.eishmania
specific CD4 T-cells in patients with leishmaniasis in assaciatwith IRIS. The
present report found that mucosal damage resuitomg mucocutaneous leishmaniasis
as a manifestation of IRIS in this patient was eated with an unspecific
inflammatory milieu. In addition, a decreaselLieishmaniaspecific IFNy-production

and a low IFNy/IL-10 ratio was observed during the course of IRI® this patient,
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CD4" and CD8 T-lymphocytes produced very low levels of IFfNand TNFe in

response td_eishmaniaantigens. Conversely, after the lesions healeshezific Thl
immune response teeishmaniaantigens was reestablished, as evidenced by exage
in the production of Thl cytokines, as well ashe tFNy/IL-10 ratio. Moreover, the

lymphoproliferative response to specifieishmaniaantigens was restored.

The elevated production of cytokines, even in niimdated cells, observed in
the course of IRIS may be a consequence of activamory CD2 T-cells specific for
pathogens other thaheishmaniathat recirculate from lymphoid organs into the
peripheral blood stream, as described during tis¢ fivo months of HAART [2, 10].
Moreover, the chronic activation of the immune egstby HIV itself may also
contribute to the inflammatory state observed dutine course of IRIS [16]. High
levels of IL-6 and TNFe have been described in patients with infectioseakes in
association with IRIS [1, 14, 21]. Furthermore, tloaspecific activation of the immune
system could be a consequence of an impairmenheofrégulatory T-cell response,
since IL-10 produced byeishmaniaspecific CD4 T-lymphocytes was not detected
during the course of IRIS. Recently, another cammont described a patient with
cutaneous leishmaniasis as a manifestation of &8 found low proportion of
regulatory T-cells (CD%4 Foxp3 CD25"%") [6]. The proportion of regulatory T-cells
(CD4" Foxp3) in our patient during the course of IRIS was dtamd to be low, 1.8%
(data not shown), which is consistent with the pes report. Lim and cols [11] have
suggested that an imbalance between effector ayuiiatery responses could play a role
in the pathogenesis of IRIS. The impairment of faguy T-cells, which are unable to
suppress the proliferation of T-lymphocytes and ghaduction of IFNy, TNF-a and
IL-6, has been reported in patients with mycobaaltatiseases in association with
IRIS[13].

In summary, the disproportionate antigen-specifitmune response that is
restored following the onset of HAART seems to jmk®/ manifestations characteristic
of IRIS. In this report, the exacerbation of a rmmwfic inflammatory response and a
decrease in the regulatory response were conclyrienblved in the development of
mucosal lesions. Studies involving a larger nundigratients that conduct assessments
of immune responses in the mucosa should be catietb elucidate the pathogenesis

of leishmaniasis in association with IRIS.
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragiEesesposta imune celular aos
antigenos déeishmaniaencontradas nos pacientes coinfectados por Hisishmania.
Neste contexto, foi avaliada a concentracdo decio#s Thl e Th2 no plasma
(RODRIGUES et al, 2011, em apéndice), a resposta linfoprolifeeatios antigenos de
Leishmaniae a proporcéo de linfocitos T Cbdspecificos de memoria. Além disso, foi
avaliada a restauracao da resposta imune espead&antigenos deeishmanianos
pacientes coinfectados apos o tratamento paratantaniose.

Nossos resultados anteriores demonstraram que BACPdos pacientes
coinfectados por HIV &eishmaniaproduzem menos IFM-em resposta aos antigenos
de Leishmania(SLA) em comparacdo do que com 0s pacientes adestapenas por
Leishmania Do mesmo modo, diferenca significante entre @cgalFEN+/IL-10 foi
encontrada no plasma e no sobrenadante das PBM@&ulkestas com SLA nos
pacientes coinfectados em comparagdo com o0s pesidnfectados apenas por
LeishmaniaNo plasma dos pacientes coinfectados por HL¢ishmaniafoi també foi
encontrada uma diminuicdo na concentracdo deylEM-comparacdo com os pacientes
infectados apenas pbeishmanigd RODRIGUES et al, 2011, em apéndice). O IFNe
uma citocina inflamatoria importante na respostanencontra & eishmaniapor ativar
macrofagos a desencadear a morte intracelular gastsita (MURRAY, RUBIN et
al., 1983). A diminuicdo da concentracdo desta citogoode contribuir para a
disseminagdo do parasita no hospedeiro, como éorelas pacientes coinfectados
(ALVAR, CANAVATE, etal, 1997; WOLDAY, AKUFFO.et al, 1994).

O equilibrio entre as citocinas inflamatorias (IFM-TNF@) e regulatérias (IL-
10) possibilita o controle da resposta imune, pnendo a morte do parasite e a néao
destruicao tecidual nos pacientes com leishmaB®AEELLAR, LESSA, et al, 2002;
BELKAID, PICCIRILLO, et al, 2002). Nos pacientes com a forma mucocutanea da
leishmaniose séo descritos altas concentracodsNlg € TNFa e baixa concentracéo
de IL-10, o que estdo associados a destruicdo wdoickacerbada (GOMES-SILVA,
DE CASSIA BITTAR, et al, 2007). Possivelmente, a alteracdo da razédo astre
citocinas inflamatdrias e regulatérias permite atiema replicacdo daeishmaniae
contribua para a formacdo das lesGes atipicas i@&ssecros pacientes coinfectados
(CRUZ, NIETO,et al, 2006).
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As PBMC dos individuos com leishmaniose mucocutéreduzem elevadas
concentracoes de TNk-(BACELLAR, LESSA, et al, 2002). Por outro lado,
individuos infectados por HIV possuem elevadas eotmacdes circulantes de TNF-
(AUKRUST, LIABAKK, et al, 1994). E provavel que o TN¥-tenha um papel
importante no severo dano tecidual observado nuemgas coinfectados.

Apesar da reducdo na reposta Thl presente em fescieam HIV, é provavel
que a diminuicdo da razdo IFNL-10 e a presenca de TNF-encontrada nos
individuos coinfectados contribuam para as marifss atipicas e o elevado dano
mucoso descritos nos casos de leishmaniose cug@nemicosa nestes individuos
infectados (LINDOSO, BARBOSAet al, 2009; MATTOS, CAIZA et al, 1998).

Os linfocitos T CD4 e CD8 dos pacientes coinfectados por HIV.&shmania
tem menor potencial de proliferacdo em resposta auggenos delLeishmania
demonstrando a incapacidade da resposta imuneaucdkilcontrolar a disseminacao da
infeccdo porLeishmania.A auséncia da resposta linfoproliferativa aos gemibs de
Leishmania(SLA) e a concavalina A também foi relada em umddés pacientes
coinfectados por HI\L/eishmaniacom leishmaniose cutanea (DA-CRUZ, MACHADO,
et al, 1992). A imunossupressao causada pela infeccdti\d@ode estar associada a
reducdo da resposta linfoproliferativa aos antigemh®lLeishmania Tal reducédo pode
favorecer a elevada parasitemia e a nédo elimindggmarasita (OLIVIER, BADARO,
et al, 2003; WOLDAY, AKUFFO,et al, 1994). No entanto, as células foram capazes
de proliferar em resposta a PHA, por tanto, proWagete a deficiéncia encontrada na
resposta linfoproliferativa parece ser especifecaratigeno déeishmania.

O unico paciente coinfectado (1 de 5) que os litdéapresentavam capacidade
proliferativa em resposta ao antigenoLééshmania ndo diferia do restante do grupo,
em relacdo a carga viral nem em relacdo a contadmsnlinfocitos T CDZ4. Este
paciente (HIV/Leish 14), no momento da coleta p@s$esdes ulceradas no membro
inferior, cotovelos e mucosa nasal, sem sucesapéetico.

Previamente, foi demonstrado que a infecgéo pelogiibvoca a diminuicao da
resposta especifica a antigenos de memoria (CLERBTIOCKS, et al, 1989;
GRUTERS, TERPSTRA,et al, 1990). Nos pacientes coinfectados por HIV e
Leishmania a contagem absoluta dos linfécitos T Ci¢ memdria central (TCM) e
efetora (TEM) especificos pataishmaniaestava diminuida em comparacdo com 0s
pacientes infectados apenas dogishmania.
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Neste estudo, foi demonstrado que a diminuicaoedposta linfoproliferativa
aos antigenos deeishmanianos pacientes coinfectados por HIVLeishmaniafoi
provavelmente devido a diminuicdo do nimero deotitds T CD4 de memoria
especificosApesar da proporcdo de TCM e TEM especificagiahmaniaterem sido
similares entre 0s pacientes coinfectados e osem@s infectados apenas por
Leishmania, a contagem absoluta destas subpopulacfes de célelamemoria
especificas foi menor nos pacientes coinfectadste. poderia explicar porque o0s
pacientes coinfectados possuem uma significantendigéio da producédo de IFNe da
razao IFNy/IL-10 (RODRIGUES et al, 2011, em apéndice). Tal redu¢do demonstra o
prejuizo da resposta imune celular, como visto nsémrcia da resposta de
hipersensibilidade tardia (DTH) para antigenos deishmania nos pacientes
coinfectados (BADARO, 1997).

Nosos dados preliminares, avaliado a respostagmeapecifica aos antigenos de
Leishmanianos pacientes coinfectados apds o tratamento iéispgtara leishmaniose
demonstram que recuperam a resposta imune espeaffi@és o tratamento. Quatro
pacientes coinfectados por HIV leeishmaniaavaliados apresentaram aumento da
concentracdo de IFM{30 pg/mL) e de TNFr (16,8 pg/mL) no plasma em comparacao
aos do inicio do tratamento (IFN-3 pg/mL; TNFea 10 pg/mL) (dados néo
apresentados). Esta diferenca nao foi significgmteyavelmente devido ao reduzido
namero de pacientes analisados. Foi observaddjrignte, a recuperagdo da resposta
proliferativa dos linfocitos T CD4e CD8 aos antigenos deeishmania(SLA) (dados
nao apresentados). Todos os pacientes coinfec{a@sspacientes) avaliados apés o
tratamento demonstraram resposta proliferativa la® @dice de divisdo celular dos
linfécitos T CD4: 0,2; indice de divis&o celular dos linfocitos DE: 0,3). Apesar da
recuperacdo da resposta celular especifica, o wudeerecidivas de leishmaniose em
pacientes infectados por HIV é elevado (CRUZ, NIE&Cal, 2006). E possivel que as
células especificas pataishmaniasejam perdidas devido a morte preferencial das
células T de memdéria ativadas nos pacientes imfestgoelo HIV (JANOSSY,
BORTHWICK, et al, 1993). E importante avaliar um maior nimero deiguaes
coinfectados apds o tratamento para determinas gedviduos infectados por HIV sdo
capazes de recuperar completamente a resposta ipspezifica alLeishmaniae

identificar possiveis marcadores de reativacaeigarhaniose.
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A ocorréncia de multiplas lesdes com envolvimenteocutaneao descritas nos
pacientes coinfectados por HIVLeishmania(LINDOSO, BARBOSA, et al, 2009)
parece ndo ser devido a exacerbacdo da respostasphtifica para Beishmania A
resposta imune inata, com producdo de TNper macrofagos ou por linfocitos T
ativados por antigenos virais poderiam estar emadvna patogénese da leishmaniaose
tegumentar em pacientes com ADIS (AUKRUS®T al, 1994). Por outro lado, tem sido
demonstrado que a resposta Thl7 promove a progrefsdeishmaniose cutanea
(BACELLAR, et al, 2009; BOAVENTURAet al, 2010).

Assim, a resposta Thl especifica parhesshmaniaé ausente nos pacientes
coinfectados por HI\lleishmania A imunopatogénese do envolvimento mucoso nestes
pacientes ndo esta esclarecida. E necessarioraaalanposicio celular nas lesdes e o
papel dos linfécitos T CD8dos linfocitos Th17 e da resposta imune inata.
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7 CONCLUSAO

1 Os linfocitos T CD4 e CD8 dos pacientes coinfectados por HIV.&shmania
tem menor capacidade de proliferagdo em respostaaatigenos de eishmania

demonstrando um prejuizo funcional na imunidadelaeespecifica;

3 A contagem absoluta dos linfocitos T CDde memoria central e efetora
especificos parbheishmanianos pacientes coinfectados por HIN.@shmaniaé menor

em comparagao com os pacientes infectados apemdsetshmania;
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APENDICE |

A guantificacdo das citocinas IFN-TNF-a, IL-2, IL-6, IL-4 e IL-10 no plasma
dos pacientes coinfectados por HIMLeishmaniae infectados apenas pbeishmania
foi realizado durante o periodo do mestrado. Oglteatos serdo publicados no artigo
intitulado: Th1/Th2 cytokine profile in HIV and Leishmarta-infected patients in
Brazil, na revisteClinical and Vaccine Immunology (CVI objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da infeccdo pelo HIV no perfil dédocinas dos pacientes com
leishmaniose cutanea infectados por HIV. Nestgg@rforam também descritas as
producdes de IFN; TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-13 pelo PBMC apés estimulo com o

antigenos déeishmaniaou o antigeno p24 do HIV, realizada previamente pesso
grupo.

TH1/TH2 CYTOKINE PROFILE IN HIV AND LEISHMANIA CO-INFECTED
PATIENTS IN BRAZIL

Maria Zilma Andrade Rodrigues?, Maria Fernanda Rewmassi?, Sanjay Mehta3, Xing-
Quan Zhang Luana Leandro GdisRobert T. Schooléyand Roberto Badat®.

1-Federal Universityof Bahia, Salvador, Bahia, BHraz
2-Oswaldo Cruz Foundation- FIOCRUZ, Salvador, BaBiazil
3- University of California, San Diego, La JollaAQUSA

Running Head Title: Cytokine profile in HIVéishmaniaco-infection
Abstract

To evaluate the effects of HIV on immune responsesutaneous leishmaniasis (CL),
we quantified cytokine levels from plasma and stated PBMCs from individuals
infected with HIV and/or CL. IFNf IL-13, and the ratio of IFN/IL-10 produced in

response to stimulation with solubleishmaniaantigens were significantly lower in

HIV/Leishmaniaco-infected patients.

Key words: LeishmaniaHIV, co-infection, cytokines.



73

Manuscript

The clinical outcome ofeishmaniainfection depends on the balance between
Thl and Th2 cytokines (4, 9, 31). HIV infectionea#t the Th1/Th2 balance in patients
with visceral leishmaniasis, resulting in increa3®&@ cytokine responses and decreased
levels of IL-12 and IL-18 (31). Here we evaluate taffects of HIV on cytokine

responses in cutaneous leishmaniasis (CL).

Eight HIV-1 infected patients with CL, 9 HIV-1 seregative CL patients and 21
HIV-infected patients were studied. Institutiomaliew board approval was obtained
from Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONER)CRUZ and UCSD’s
Human Research Protection Program.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) wereassed by Ficoll-Hypaque
centrifugation (Amersham Biosciences) and resusgeénoh RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich) supplemented with 2 mM L—glutamine, pehici (100 U/mL), streptomycin
(100 pg/mL) (GIBCO) and 5 % heat-inactivated human ABuser Cells were
stimulated with solubléeishmaniaantigen (SLA) at 1ug/ml (11), HIV p24 antigen at
2 pg/ml (Protein Sciences, Meriden, CT), or mediummaland incubated for 48 hours
at 37 °C with 5 % C@ Supernatants were collected, stored at -20 °Caaati/zed for
IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, TNF<, and IFNy using the Lumine® 200 system (Austin,
TX, USA) (8). The dynamic range of this multiplessays was from 0.2 pg/ml to
32,000 pg/ml. Only 6 HIV-1 infected subjects with,® HIV-1 subjects and 5 subjects
with CL had supernatant analyzed from IL-13. Plasamaples were analyzed using the
human Th1/Th2 cytokine kit 1, BD® cytometric beaday (San Jose, CA, USA) (6).
IFN-y/IL-10, IFN</IL-13 and TNFe/IL-10 ratios were calculated using measured
values. Patients who had undetectable levels okoys were excluded of the cytokine
ratio analysis. Flow cytometry was performed by B&@ (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA.)

Statistical analysis was performed using PrisniGraphPad, San Diego)
software. Supernatant cytokine concentrations weyemalized by subtracting the
amount of cytokine produced in culture with med@na. The Mann-Whitney Test was

used for median comparisons.
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Epidemiological and clinical characteristics of freients with CL are shown in
Table 1 The median CD4T cell count in the HIV group was higher than het
HIV/Leishmaniaco-infected group (415, range 108 to 1005 cells/wsn203, range 78
to 615 cells/mm p=0.05). The median plasma viral load was sintiketween groups
[log10 3.3 (1.9 to 5.8) copies/ml vs. lpgt.8 (p=0.3].

PBMCs from HIV-1 infected individuals with CL proded less IFNr and IL-
13 in response to SLA than those from HIV-1 seratigg patients with CL.
(Supplementary Table 1 and Figure 1 A significant difference in the median IFN-
v/IL-10 ratio between co-infected individuals (Orange 0.1 to 0.4) and those with CL
alone (4.7, range 0.3 to 152.5) (p=0.004) was adged. Figure 1)

PBMCs from patients with HI\t/eishmaniaco-infection produced significantly
more IFNy (median, 49 vs. 5.6 pg/mL, p=0.02) and IL-10 (raedi227 vs, 0.0 pg/mL,
p=0.03) than those with HIV-1 infection alone ispense to HIV-1 p24 AgHgure 2)
Except for one outlier, the IFMWIL-10 ratio was similar in the two groupBigure 2).

HIV-1 potentiatesLeishmaniainfection in humans, andice versa(30). Most
reports of HIV infection unleashing leishmaniasgs an opportunistic infection have
been associated with viscerotropi®@ishmaniastrains (1, 13, 23, 24). However,
scattered studies have reported more aggressivdestations of CL, such as relapsing
and diffuse cutaneous disease, in HIV infected epédi (15, 19, 22, 25, 26).
Mucocutaneous disease may also be more severe setting of HIV co-infection (2,
20).

The balance between inflammatory and regulatotgkiyes creates a controlled
immune response that promotes parasite killingrmittissue destruction during CL
infection (5, 7). In asymptomatiteishmaniainfections and those with limited
cutaneous pathology, levels of IRN-and IL-10 are balanced. In contrast, in
mucocutaneous leishmaniasis, high levels of f-NNF-a and low levels of IL-10 are
associated with destruction of the mucous membranése nosemouth and throat
cavities and surrounding tissues (14).

In contrast to both visceral leishmaniasis and kiNere IFNy production is
decreased (10, 12, 17), levels of IFNneasured at the lesion and from circulating
PBMCs during CL infection remain close to normal)(ZThis study demonstrates that

HIV-1 infected CL patients produce less IFNR response to SLA compared to HIV-1
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seronegative CL patients. While many cytokine resps are blunted in HIV-1
infection, in this study the IL-10 response was aetreased in the co-infected subjects,
resulting in a decreased IFML-10 ratio of cytokine production. Although proction

of the Th2 cytokine IL-13 was significantly lower the co-infected group, there was a
trend for the IFNy/IL-13 ratio to also be decreased, mirroring thé&l-f#IL-10 ratio
(Data not shown). Alterations in the Th1/Th2 cytakiratios may be a mechanism by
which more severe cutaneous disease develops ifLHRIshmaniaco-infection.

The impairment in IFN+ production appears to be specific teishmania
antigens, since despite lower CD4+ T-cell counts$ lsigher median HIV-1 viral loads
in the HIV-Leishmaniaco-infected subjects, PBMCs from co-infected patgroduced
more IFN« in response to HIV-1 p24 antigen than PBMCs frarbjects only infected
with HIV-1. Infection with cutaneous strains dkishmaniaresults in potent IFN-
responses (27)and this may explain the discrepancy. Other pdéergkplanations
include: cross priming of the HIV specific T-cellsy Leishmania infection, or
differences in T-cell functionality depending uptire phase of immune recovery in
antiretroviral treated patients (16, 18, 28-30)eDa the cross sectional nature of our
study, we are unable to elucidate the mechanisolved here.

In HIV seronegative patients, PBMCs from subjectghwmucocutaneous
leishmaniasis produce higher levels of Tian subjects with cutaneous disease (5).
HIV-infected individuals have higher levels of aitating TNFe than uninfected
subjects, and this may contribute to the more sewveucosal disease seen in co-
infection (3). Although we observed a slight tremavards higher levels of TNé&-in
response to SLA in the HIVéishmaniaco-infected group compared to the subjects
with CL alone, the TNRYIL-10 ratio was similar in both groups. Althoughew
speculate that an altered TNAL-10 ratio in co-infected individuals may contuite to
the increased dermatopathology seen in these dhdils, our cohort did not have
enough power to detect this effect.

In summary, the altered ratio of inflammatory aadulatory cytokines creates a
milieu that supports replication of tHeeishmaniaparasites. These alterations may
explain how disseminated cutaneous infection alsdevalization of species typically
causing only cutaneous disease may occur in thmgeif HIV and Leishmaniaco-

infection
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Table 1 Clinical and epidemiological characteristics dfe tLeishmanidHlV co-infected and

Leishmanigpatients

Patients ID Age o T CD4" Viral Load
Gender Clinical status
Lymphocytes
(yn) (cells/mm3) (logyo copies/m)
HIV/Leish3 42 F Cutaneous mucosal 93 54
active
HIV/Leish5 22 F Cutaneous active 291 1.9
HIV/Leish6 36 M Cutaneous treated 165 5.3
HIV/Leish8 62 F Cutaneous treated 457 2.7
HIV/Leish9 59 M Cutaneous active 78 5.0
HIV/Leishl2 36 M Cutaneous active 615 1.9
HIV/Leish13 36 M Cutaneous active 104 5.0
HIV/Leish14 25 M Cutaneous mucosal 241 4.6
active
Median 36 203* 4.8
Range (22-62) (78-615) (1.9-5.4)
Leish24 69 M Cutaneous mucosa
active
Leish28 37 M Cutaneous active
Leish31 20 M Cutaneous active
Leish32 22 F Cutaneous active
Leish33 66 M Cutaneous active
Leish35 63 M Cutaneous active
Leish36 27 M Cutaneous mucosal
active
Leish37 76 M Cutaneous active
Leish38 38 F Cutaneous mucosal
active
Median 38
Range (20-76)

In HIV infected group (n=22), the median of CD% cell subset was 415 cell/mnfrange 108 to
1005) and the median of viral load was 4.8 dappies/ml (range 1.9 to 5.8). The median of age wa
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39 years (range 24 to 72) and 62 % of HIV-infecpatients were male. *: Differences were

considered significant whegn< 0.05 (Mann-Whitney U test).
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Supplementary Table 1.Levels of Th1/Th2 cytokines frorheishmaniainfected and HIMV/eishmaniaco-
infected patients, obtained from plasma and supenb&ultures of SLA-stimulated PBMC. Different meds

were used for measuring cytokine levels in the sugiant and plasma so that data are not directhpeaoable

IFN-y TNF-a IL-10 Ratio
Patients ID  (Pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) IFN-y/IL-10

Supernatant  Plasma Supernatant  Plasma SupernataldsmaP  Supernatant Plasma
HIV/Leish3 0.0 20 111 17.8 29.7 9.3 N/A 2.15
HIV/Leish5  15.7 6.2 350.8 8.9 100.0 5.3 0.2 1.16
HIV/Leish6  62.9 9.2 825.7 111 263.2 5.3 0.2 1.73
HIV/Leish8 3.2 ND 350.3 ND 65.9 ND 0.05 ND
HIV/Leish9  990.9 6.2 557.7 6.7 0.0 8.0 N/A 0.77
HIV/Leishl2 5.9 27.7 83.2 15.6 76.1 10.7 0.1 2.58
HIV/Leish13 62.7 0.0 2252.0 28.9 1236.6 22.7 0.05 /AN
HIV/Leish14 55.2 10.8 0.0 8.9 143.7 5.3 0.4 2.03
Median 35.4 9.2 350.2 11.1 88.1 8.0 0.1 1.88
Range (0.0-990.9) (0.0-27.7) (0.0-2252.0) (6.7-28.0.0-1236.6) (5.3-22.7) (0.05-0.4) (0.0-2.58)
Leish24 46.2 26.2 0.0 13.3 174.5 8.0 0.3 3.3
Leish28 16773.1 30.8 1081.8 17.8 110.0 9.3 152.5 3 3
Leish31 344 .4 20.0 153.2 8.9 171.5 5.3 2.0 3.8
Leish32 2277.2 231 952.4 17.8 229.5 12.0 9.9 1.9
Leish33 291.7 13.8 169.1 8.9 68.4 6.7 4.3 21
Leish35 32744 27.7 39.7 17.8 398.8 12.0 82.1 2.3
Leish36 1268.7 24.4 3106.7 13.3 0.0 10.7 N/A 2.3
Leish37 153.6 20.0 178.3 13.3 226.1 6.7 0.7 3.0
Leish38 1881.1 7.7 1588.1 13.3 367.1 5.3 51 1.5
Median 1268.7 23.1 178.3 13.3 174.5 8.0 4.7 2.3
Range (46.2-32744) (7.7-30.8) (0.0-3106.78.¢-17.8) (0.0-398.8) (5.3-12.0) (0.3-152.5) (1.5-3.8)

N/A — Unable to determine; ND — Not don*e;Significant differences betweeheishmaniainfected and

HIV/Leishmaniaco-infected patients. Differences were considesigdificant when p= 0.05 (Mann-Whitney U

test).
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Figure 1. Graphs demonstrating IFN-TNF-a, IL-4, IL-10 production by PBMCs
from HIV/Leishmaniaco-infected (n=8) antleishmaniamono-infected (n=9) patients;
and IL-13 production by PBMCs from HIMéishmania co-infected (n=6) and
Leishmaniamono-infected (n=5) patients. PBMC were stimulatedslitro with soluble
Leishmaniaantigen (SLA) and supernatants were collected @®ehours. In the last
two panels the ratio of IFNHL-10 and TNFe/IL-10 cytokine production between the
HIV/Leishmania co-infected (n=6) andLeishmania mono-infected (n=8 and 7,
respectively) patients is demonstrated. Patient® Wwad undetectable levels of
cytokines (HIV/Leish3 and HIV/Leish9) were excludefithe cytokine ratio analysis.
Median values are indicated by horizontal bars. M@rhitney test was used to
compare groups. For the individual cytokines, dgigant differences were found
between groups for IFN-and 1L-13 (p=0.004 and p=0.03, respectively). gndicant
difference was also found for the IRINL-10 ratio (p=0.004), but not the TN&HL-10
ratio.
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Figure 2. Graphs demonstrating IF{-TNF-a, IL-4, and IL-10 production by PBMC
from HIV infected (n=21), and HI\tkeishmaniaco-infected (n=8) patients. PBMC were
stimulatedin vitro with HIV p24 protein and supernatants were coll@ctter 48 hours.
In the last panel the ratio of IFMH-10 cytokine production between the
HIV/Leishmania co-infected (n=7) and HIV mono-infected (n= 7) ipats is
demonstrated. Medians are indicated by horizdraes. Mann Whitney test was used
to compare groups. For the individual cytokinegngicant differences between groups
were found for IFNyand IL-10 (p=0.02, and p=0.03 respectively). A digant
difference was not found between the groups fotfhey/IL-10 ratio (p=0.07).



