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RESUMO

MONTEIRO, Bruna Eduarda Freitas. Avaliacdo de biomarcadores imunogenéticos
envolvidos na leishmaniose visceral em pacientes com HIV. 2023. Dissertacéo
(Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu
Magalh&es, Fundagéo Oswaldo Cruz, Recife, 2023.

A leishmaniose visceral (LV), quando associada ao virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), torna-se uma doenga mais grave, com aumento na letalidade dos
individuos acometidos, podendo ser influenciada por aspectos imunogenéticos do
hospedeiro. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar biomarcadores
imunogenéticos envolvidos na suscetibilidade a leishmaniose visceral em pacientes
com HIV (LV/HIV) procedentes do Estado de Pernambuco. Neste estudo transversal,
foram coletados dados epidemiologicos e laboratoriais e analisados o0s
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) dos genes LGALS3 (rs4644) e IL-10
(rs1800871) por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa, utilizando-se o
QuantStudio 5, a partir de DNAs extraidos de sangue total de 295 pacientes (45
LV/HIV sintomatico e 54 assintomatico e 196 HIV). As quimiocinas CCL2, CCL5,
CXCL8, MIG e IP-10 foram quantificadas por citometria de fluxo FACSCalibur em
160 amostras de soro (53 LV/HIV assintomatico, 90 HIV e 17 controles negativos), a
partir do sistema Cytometric Bead Array. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente pelo GraphPad Prism 8. Nossos resultados confirmaram a
associacao entre o polimorfismo IL-10 (rs1800871) e a coinfeccdo LV/HIV (p=0,038,
OR 1,840, IC 95% 0,996=3,312), sugerindo o envolvimento de mecanismos
genéticos na suscetibilidade & LV em pacientes com HIV. Os cinco SNPs de
LGALS3 e os cinco de IL-10 préximos a rs4644 e rs1800871, respectivamente,
revelaram desequilibrio de ligacdo (r*>0,8), podendo estar associados & coinfeccédo
LV/HIV. As quimiocinas CCL2, CCL5, MIG e IP-10 apresentaram diferencas
significativas entre os grupos LV/HIV e HIV (p<0,0001), com niveis mais elevados
entre os monoinfectados com HIV, demonstrando um ambiente pré-inflamatoério mais
significativo nesta condigdo. Por sua vez, as quimiocinas CXCL8 e CCL2; MIG e
CCL2; IP-10 e CCL2; MIG e CCL5; IP-10 e MIG foram positivamente
correlacionadas entre si no grupo LV/HIV, sugerindo uma acédo sinérgica entre elas,
por participarem de mecanismos inflamatorios semelhantes associados ao controle
da infeccdo. A associacdo negativa entre a CXCL8 e a carga viral na coinfeccao
LV/HIV indica possiveis interagbes entre a Leishmania spp e o HIV. Desse modo,
sugerimos o SNP rs1800871 como biomarcador da coinfec¢gdo LV/HIV e novos
estudos que investiguem o papel das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS8, MIG e IP-10
na LV/HIV.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; infeccbes por HIV; quimiocinas;
polimorfismo genético.



ABSTRACT

MONTEIRO, Bruna Eduarda Freitas. Evaluation of immunogenetic biomarkers
involved in_visceral leishmaniasis in HIV patients. 2023. Dissertation (Academic
Master's Degree in Biosciences and Biotechnology in Health) — Instituto Aggeu
Magalhédes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2023.

Visceral leishmaniasis (VL), when associated with human immunodeficiency virus
(HIV), becomes a more serious disease, with an increase in the lethality of affected
individuals, and may be influenced by immunogenetic aspects of the host. Therefore,
the aim of this study was to evaluate immunogenetic biomarkers involved in
susceptibility to visceral leishmaniasis in HIV patients (VL/HIV) from the State of
Pernambuco. In this cross-sectional study, epidemiological and laboratory data were
collected and single nucleotide polymorphisms (SNP) of LGALS3 (rs4644) and IL-10
(rs1800871) genes were analyzed by quantitative polymerase chain reaction, using
QuantStudio 5, from of DNAs extracted from whole blood of 295 patients (45 VL/HIV
symptomatic and 54 asymptomatic; 196 HIV). Chemokines CCL2, CCL5, CXCLS,
MIG and IP-10 were quantified by FACSCaliburTM flow cytometry in 160 serum
samples (53 asymptomatic VL/HIV, 90 HIV and 17 healthy controls) from the
Cytometric Bead Array system. The data obtained were statistically analyzed by
GraphPad Prism 8. Our results confirmed the association between the IL-10
polymorphism (rs1800871) and VL/HIV coinfection (p=0.038, OR 1.840, 95% CI
0.996=3.312), suggesting the involvement of genetic mechanisms in VL susceptibility
in HIV patients. The five SNPs of LGALS3 and the five of IL-10 near rs4644 and
rs1800871 respectively revealed linkage disequilibrium (r2>0.8) and may be
associated with VL/HIV coinfection. Chemokines CCL2, CCL5, MIG and IP-10
showed significant differences between VL/HIV and HIV groups (p<0.0001) with
higher levels among HIV monoinfected, displaying a more significant pro-
inflammatory environment in this condition. Furthermore, chemokines CXCL8 and
CCL2; MIG and CCLZ2; IP-10 and CCL2; MIG and CCL5; IP-10 and MIG were
positively correlated with each other in the VL/HIV coinfected group suggesting a
synergistic action between them, as they participate in similar inflammatory
mechanisms associated with infection control. The negative association between
CXCL8 and viral load in VL/HIV coinfection indicates possible interactions between
Leishmania spp. and HIV with important effects on the host's immune response.
Thus, we suggest the rs1800871 SNP as a biomarker of VL/HIV coinfection, and new
studies that investigate the role of chemokines CCL2, CCL5, CXCL8, MIG, and IP-10
in VL/HIV.

Keywords: visceral leishmaniasis; HIV infections; chemokines; polymorphism
genetic.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca de acometimento sistémico e
cronico, causado por protozodrios intracelulares pertencentes ao complexo
Leishmania donovani, que inclui duas espécies do subgénero Leishmania: L.
(Leishmania) donovani e L. (L.) infantum (LUKES et al., 2007). Em &reas endémicas
para a LV, a infec¢éo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) eleva ainda mais
0 risco de desenvolvimento da doenca, ao passo que, a LV acelera a progressao
para Aids (ALVAR et al., 2008). Em condi¢cdo de coinfecgédo leishmaniose visceral
entre pessoas que convive com HIV (LV/HIV), é verificado um atraso no diagndstico
e baixa resposta a terapia farmacoldgica empregada, possibilitando evoluctes
desfavoraveis, incluindo recidivas e maior risco de morte. Assim, h& necessidade de
novas estratégias que possam auxiliar o diagnostico e o manejo adequado desses
individuos (BOTANA et al., 2019).

Diferentes fatores estdo associados com a suscetibilidade a coinfeccdo
LV/HIV, incluindo fatores imunolégicos e genéticos. Do ponto de vista imunoldgico, a
infeccdo assintomética de Leishmania spp. em individuos com HIV é caracterizada
pela predominancia da resposta celular Thl (T helper 1) (EZRA; OCHOA; CRAFT,
2010; MAKSOUD et al., 2022). Essa resposta celular envolve a atuacdo de
moléculas pro-inflamatérias e dentre elas sugere-se que as quimiocinas CCL2,
CCL5, CXCL8, MIG e IP-10 e a galectina 3 (Gal-3) participem do desenvolvimento
da resposta imune contra as espécies L. (L.) infantum e L. (L.) donovani ao
induzirem a ativacdo de macrofagos e no desencadeamento da imunidade
adaptativa associada a resposta celular do tipo Thl (IBARRA-MENESES; MORENO;
CARRILLO, 2019; DATTA et al., 2019).

Uma vez que o parasita é capaz de evadir desse tipo de resposta, a doenca
se desenvolve. Deste modo, é sugerido que a Leishmania spp. e o HIV atuam de
forma sinérgica promovendo uma resposta celular do tipo Th2, em que ha o
predominio de moléculas anti-inflamatdrias. Esse perfil imunologico se encontra
associado a suscetibilidade do hospedeiro e a progressao da infec¢do. A interleucina
10 (IL-10) possui papel fundamental nesse processo, ao inibir fungdes efetoras de
células imunolégicas, como os macroéfagos e ceélulas dendriticas favorecendo a

disseminacdo dos parasitas (ABDULLAHI et al.,, 2020). Assim, o equilibrio ou
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mudancas na expressdo de tais moléculas podem controlar ou favorecer a
progressdo de LV/HIV (BOTANA et al., 2019; BARBOSA-JUNIOR et al., 2020a,b).

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) presente nos genes dessas
moléculas podem influenciar na expressdo e/ou atividade da proteina no
desenvolvimento da resposta imune do hospeiro a infeccdo. O SNP (rs4644)
presente no gene da galectina 3 (LGALS3) promove mudanca na conformacéo da
proteina e consequentemente disponibilidade da molécula. Esse polimorfismo foi
associado a niveis reduzidos de Gal-3 e a suscetibilidade ao desenvolvimento de
infeccdo em trato respiratério de criancas com anemia falciforme (BELMONT et al.,
2016), progresséao de cancer gastrico (FURUYA et al., 2018) e artrite reumatoide (XU
et al., 2021), mas nédo foi estudado em pacientes com LV. Um Unico estudo
investigou e revelou a associagcdo do SNP presente na regido promotora do gene IL-
10 (rs1800871) com a suscetibilidade a LV, em uma populacdo iraniana (n=190)
infectada por L. infantum, indicando ser um fator de risco para a doenca (HAJILOOI
et al., 2013).

Assim, investigacdes envolvendo fatores imunogenéticos na coinfeccao
LV/HIV contribuem para o entendimento de processos de patogenicidade, uma vez
gque permanecem pouco compreendidos. Ao revelar associagdo com a doenca
poderdo ser selecionados como potenciais biomarcadores no intuito de auxiliar no
manejo adequado desses pacientes (BARBOSA-JUNIOR et al., 2020a,b). Neste
estudo é proposto a avaliacdo de moléculas imunoldgicas (CCL2, CCL5, CXCLS,
MIG e IP-10) e fatores genéticos (LGALS3 rs4644; IL-10 rs1800871) em individuos
coinfectados LV/HIV para melhor compreender os mecanismos imunogenéticos
envolvidos na coinfeccdo LV/HIV. Além disso, destacamos o ineditismo desse
trabalho, visto que nédo ha estudos envolvendos os SNPs LGALS3 rs4644; IL-10
rs1800871 e as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10 na populacao
LV/HIV brasileira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. LEISHMANIOSE VISCERAL
2.1.1 Aspectos epidemioldgicos

A leishmaniose visceral (LV), € uma doenca parasitaria de grande
importancia, devido ao seu potencial de surto e alta letalidade (ORYAN; AKBARI,
2016). Estima-se uma incidéncia anual de 50.000 a 90.000 novos casos para a LV,
com 89% dos casos globais relatados em oito paises: Brasil, india, Somalia, Eritreia,
Quénia, Suddo e Suddo do Sul (Figura 1) (WHO, 2021). E associada as
desfavoraveis condi¢des socioeconémicas e ao baixo acesso aos servigcos de saude,
atrelada a fatores de risco que incluem a espécie e carga parasitaria, a desnutricao,
mobilidade populacional e imunocomprometimento (MANN et al., 2021).

Figura 1 - Distribuic@o dos casos de leishmaniose visceral por paises em 2020.

Paises que
relatam casos
importados de
LV, 2020

Uganda - 68
Franga- 11
Etiopia -7
Grécia-5
Reino Unido - 2
Brasil, Djibouti,
Maita, Nepal
Qatar, Russia - 1

o (
Numero de novos casos de | / )

LV, 2020 L— by, )
[ O casos reportados . / - L'/‘
] <100 o Vo
3 9 100-499 1 Nenhum caso autéctone relatado
4. ' 500-999 [ Nenhum dado
a N =1000 1 N&o aplicado

Fonte: WHO (2021), com modificaces.

Nas areas endémicas, a LV tinha uma transmisséo de carater rural, afetando
hospedeiros vertebrados como raposas e marsupiais. No entanto, a partir da década
de 90, através de estudos de casos humanos e caninos, verificou-se uma transicao
epidemiologica da doenca para os centros urbanos (SOUSA; RAMALHO; MELO,
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2018). Essa expansao se deu principalmente a partir de modificacées no padrdo de
transmissao da doenca, decorrentes de mudancas ambientais ocorridas no processo
de urbanizacdo. Esse processo foi relatado em paises como a Itdlia (FERROGLIO et
al., 2018), Ird (HANAFI-BOJD et al.,, 2015), México (GONZALEZ et al., 2011),
Marrocos (KBAICH et al., 2017), Brasil (SOUSA; RAMALHO; MELO, 2018) e
Colémbia (CASTILLO-CASTANEDA et al., 2021), aumentando-se desta forma, a
preocupacdo de surtos em paises e areas anteriormente indenes. Assim, nos
altimos 30 anos, através das mudancas verificadas no perfil epidemioldgico da
doenca, atrelado ao aumento de casos, a LV tornou-se uma das parasitoses com
prioridade pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2007).

No Brasil, esse processo contribuiu para a ocorréncia de casos autéctones
em todas as regides, tornando-se um dos principais problemas de saude publica do
pais (SOUSA; RAMALHO; MELO, 2018). Em 2022, mais de 1.400 casos foram
reportados no pais e dentre as 27 unidades federativas no Brasil, ha registro de
casos em 21, havendo maior concentracdo na regido Nordeste (Figura 2) (BRASIL,
2019; WHO, 2022). Pernambuco, por sua vez, respondeu por 2,8% dos casos no
Brasil entre o periodo de 2007 a 2017 (BUARQUE et al., 2021), sendo o Vale do Sao
Francisco a macrorregido pernambucana mais endémica, sobretudo o municipio de
Petrolina (COUTINHO et al., 2017; DINIZ; SOUSA; CARMO, 2018).

Figura 2 - Distribuicdo da leishmaniose visceral por Unidades Federativas no Brasil
em 2018.
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Fonte: Brasil (2019).
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Coutinho et al. (2017), avaliaram o perfil epidemiolégico de casos notificados
para LV em Petrolina e entre os anos 2007-2017 houve predominancia de casos de
criancas do sexo masculino e residente na zona urbana do municipio. A maior
suscetibilidade a doenca verificada em individuos do sexo masculino pode estar
relacionada a diferencas sociais (maior exposicdo a ambientes com transmissao
natural da infeccdo) e biolégicas (fatores genéticos e hormonais) (SNIDER et al.,
2009; RODRIGUEZ et al., 2018; CLOOTS et al., 2020). A faixa etaria infantil mais
acometida pode ser devido ao sistema imunolégico em formacdo (COUTINHO et al.,
2017). Ademais, também foi observada uma maior frequéncia da doenca em area
urbana, o que provavelmente seria devido aos problemas sanitérios, ao aglomerado
urbano verificados na cidade e uma maior exposicdo ao vetor em areas
peridomiciliares (COUTINHO et al., 2017).

O Ministério da Saude por meio do Programa de Controle da Leishmaniose
Visceral (PCLV), estabelece agbes no intuito de reduzir a transmissdo e
morbimortalidade por LV (BRASIL, 2014). As estratégias encontram-se
fundamentadas na ecologia e epidemiologia da doenca, incluindo medidas
referentes ao vetor, por possuir uma elevada capacidade de adaptacdo a variados
ambientes, contribuindo para a reativacdo do ciclo de transmissdo de forma
constante e o reservatorio canino, em regides urbanas, trazendo implicacdes
(WERNECK, 2016). Além disso, entende-se que € de extrema importancia a
educacdo em saude, um diagnostico precoce e a disponibilidade de medicamentos
para o tratamento de maneira imediata; tornando-se, portanto, um desafio para os
servicos de saude (WERNECK, 2016; BRASIL, 2018).

Contudo, muito se discute se estas medidas estdo sendo efetivas no controle,
uma vez que a doenga permanece como um grande problema de saude publica
(LUZ, 2016). Zuben e Donalisio (2016), acreditam que essas medidas nédo sao
eficientes na reducéo da incidéncia da LV no Brasil, devido as dificuldades em sua
execucao. Esses autores exploram sobre os problemas estruturais serem o cerne da
guestéo, tais como: a falta de insumos e de recursos humanos contribuindo para a
baixa cobertura de tais estratégias, bem como a descontinuidade das acbes de
controle. Dentre as vérias dificuldades destacam-se (i) a resisténcia cada vez maior
dos donos de cédes em permitir 0 acesso das equipes do PCLV; (i) a baixa
prioridade da LV quando comparado a outras doencgas, como a dengue; (iii) a

dificuldade de diagndstico e prognoéstico por meio dos testes usualmente
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empregados; (iv) a baixa efetividade de acdes voltadas a educacdo em saulde,
pautado na légica em que as pessoas nao sdo passivas e sim protagonistas do
processo; além de (v) problemas com o0 saneamento ambiental (ZUBEN;
DONALISIO, 2016).

Em Pernambuco, através do Programa de enfrentamento as doencas
negligenciadas (SANAR), a Secretaria Estadual de Saude, tem investido esfor¢cos no
combate as doencas negligenciadas relacionadas a pobreza, incluindo a LV
(PERNAMBUCO, 2020). A cada quadriénio, diferentes municipios sdo contemplados
e as estratégias implementadas sdo aprimoradas. Tais acdes se baseiam no
fortalecimento da vigilancia, bem como da atencao a saude, visando a identificacdo
continua de casos e o manejo clinico adequado dos individuos (PERNAMBUCO,
2020).

2.1.2 Classificagdo taxonémica

A leishmaniose visceral é causada por protozodrios unicelulares pertencentes
ao género Leishmania (ROSS, 1903), e ao subgénero Leishmania (SAF'JANOVA,
1982), ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (NEVES, 2016).

Como caracteristica desta ordem e subgénero, possuem uma regido
especializada e Unica conhecida por cinetoplasto e a forma evolutiva promastigota
desenvolve-se exclusivamente na por¢cdo média e anterior do intestino do inseto
vetor, respectivamente (NEVES, 2016). Esses protozoarios pertencem ao complexo
Leishmania donovani, o qual reane duas espécies, L. (L.) donovani encontrada na
Asia e Africa e L. (L.) infantum em paises do Mediterraneo e da Asia (LUKES et al.,
2007).

Nas Américas, a identidade do agente etioldégico da LV tem sido objeto de
inUmeras discussdes, uma vez que ao longo do tempo algumas hipoteses indicavam
a L. (L) chagasi (CUNHA; CHAGAS, 1937) como uma espécie autéctone nova,
causadora da LV nesta regidao (LAINSON; SHAW, 2005). Mauricio et al. (1999)
reconhecem que a L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi sao filogeneticamente
semelhantes, uma vez que andlises envolvendo o sequenciamento parcial de um
anico gene constitutivo da principal protease de superficie (MSP) e amplificacao
aleatéria do DNA polimérfico (RAPD) mostraram semelhancas nos perfis genéticos
entre ambas as espécies. Desse modo, para os autores, a L. (L.) chagasi seria

sinonimia de L. (L.) infantum, favorecendo a hipotese de que a espécie L. (L.)
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infantum teria sido introduzido na América do Sul durante os periodos de
colonizacéo ibérica, adaptando-se a novos hospedeiros e vetores (MARTINEZ et al.,
2003; LUKES, 2007; FERNANDEZ-COTRINA et al., 2013).

Contudo, pequenas diferengcas genéticas identificadas entreL. (L.)
chagasi e L. (L.) infantum, levaram Lainson, Miles e Shaw (1981) a sugerirem uma
separacao taxonémica a nivel subespecifico, sendo L. (L.) infantum para o agente
etioldgico da LV no Velho Mundo e L. (L.) infantum chagasi para o Novo Mundo.
Contudo, atualmente a nomenclatura mais utilizada quanto a espécie responsavel
pela LV no Continente Americano € a L. (L.) infantum (sin. L. (L.) chagasi), até que

uma nova classificacédo para o género seja consenso cientifico (LUKES et al., 2007).
2.1.3 Aspectos bioldgicos

Os protozoarios do género Leishmania possuem duas principais formas
evolutivas distintas em seu ciclo de vida, a promastigota presente no vetor e
amastigota no hospedeiro vertebrado. Essa primeira forma parasitaria € encontrada
em tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, cujo comprimento pode ser
observado variando de 10-40 x 1,5-3um, com a presenca de um flagelo anterior livre
e longo permitindo a sua motilidade (NEVES, 2016). Na regido mediana € observado
um nucleo oval ou arredondado e um cinetoplasto em formato de bastéo,
localizando-se entre a extremidade anterior e o nucleo do parasito (Figura 3A). Em
contrapartida, a forma amastigota se caracteriza por ser oval, esférico ou fusiforme,
medindo cerca de 1,5 a 3 x 3 a 6,5um. O seu nucleo é grande e arredondado,
preenchendo grande parte do citoplasma e se encontra lateralmente ao pequeno
cinetoplasto em forma de bastonete. N&o possui flagelo livre e por isso, sdo imdveis,
sendo encontrados interiorizados em células do sistema fagocitico mononuclear de

hospedeiros vertebrados, como demonstrado na Figura 3B (MOREIRA, 2017).

Figura 3 - Formas evolutivas do género Leismania: promastigotas (A) e amastigotas

(B)

- V'
L
Fonte: Moreira (2017).
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A principal forma de transmisséo da LV ao hospedeiro vertebrado (roedores,
canideos, edentados, marsupiais, procionideos, ungulados primitivos, primatas e o
homem), se d& através da picada de fémea infectada (Figura 4) da ordem Diptera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (NEVES, 2016). Nesse processo, 0
inseto inocula saliva, contendo componentes biolégicos com acdo anticoagulante,
vasodilatadora e antiagregador plaquetario, permitindo o seu periodo de repasto
sanguineo (REGO et al., 2021).

Figura 4 - Ciclo biolégico da leishmaniose visceral no homem.
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Fonte: Burza et al. (2018), com modificacdes.

Uma vez injetados pela probdscide, as formas promastigotas metaciclicas
(infectivas) interagem com as células de origem mieloide, incluindo macréfagos,
monaocitos, neutrofilos e células dendriticas (DCs), através de processos que
envolvem o reconhecimento e adesdo (BONFIM; SCOTT; CALDERON, 2022). Esse
mecanismo € mediado pela interacdo de moléculas expostas na superficie do
protozoario (lipofosfoglicano - LPG, glicoproteina gp63) a diferentes receptores de
células do hospedeiro, tais como: receptores de complemento tipo 1, 3 (CR1, CR3),
receptores de manose e de fibronectina; seguida da sinalizacéo e invasao (KUMAR,
2021).
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Embora o parasitismo possa ocorrer em diferentes células, a internalizacdo e
a sobrevivéncia se dao preferencialmente em macréfagos (MERIDA-DE-BARROS et
al., 2018). Em seu interior, a promastigota metaciclica é encontrada dentro do
vacuolo fagocitario, o qual se transforma em amastigota. Deste modo, multiplica
intensamente subvertendo as defesas celulares do hospedeiro (KUMAR, 2021).
Apds sucessivos processos de divisdo binaria, ha o rompimento da membrana
celular e a consequente liberacdo das formas amastigotas, que poderdo invadir
outras células em novos sitios, através do sistema vascular e linfatico, atingindo
orgdos como figado, baco e medula Ossea, ou serem ingeridas por novos
fleb6tomos (BURZA et al., 2018).

No intestino médio do inseto, as amastigotas sdo protegidas da acdo de
enzimas digestivas por uma estrutura denominada, matriz peritrofica (OMONDI et al.,
2022). Em seguida, ha o rompimento dos macré6fagos ingeridos e a liberagdo dos
parasitos, se diferenciando em promastigotas. Apds sucessivas divisdes, estes
seguem pela porcdo toracica do intestino até sua completa diferenciagdo em
promastigotas metaciclicas infectantes, o qual estardo prontos para infectar um novo
hospedeiro vertebrado como visualizamos na figura 4 (NEVES, 2016).

Esses vetores da LV séo encontrados principalmente em regides tropicais e
subtropicais, 0s quais dois géneros se destacam por serem 0S principais vetores,
Phlebotomus e Lutzomiya no Velho e no Novo Mundo, respectivamente
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). No Brasil, duas espécies principais sao
responsaveis pela transmisséo, L. longipalpis e L. cruzi (PERNAMBUCO, 2020).
Ademais, ha possibilidades de transmissdo néo vetorial incluindo infecgéo acidental
laboratorial, transfusdo sanguinea, instrumentos pérfuro-cortantes, vias sexuais ou
transplante de 6rgdos, porém permanecem pouco documentadas (AVILA-GARCIA et
al., 2014; BURZA et al., 2018; GUEDES et al., 2020).

Assim, a ocorréncia da doenca em uma area depende primariamente da
presenca do vetor e de hospedeiros/reservatorios suscetiveis. Em ambiente
domeéstico, o cédo é reconhecido como um importante hospedeiro e fonte de infec¢édo
para os vetores sendo, portanto, um dos principais alvos nas estratégias de controle
(BRASIL, 2015).
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2.2 COINFECCAO LV/HIV

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (2015), a definicdo de caso da
coinfeccdo LV/HIV se da pela presenca de LV e infeccdo concomitante pelo HIV,
independentemente da definicdo de Aids. Nesta condicdo, sdo observados elevadas
taxas de falha terapéutica e recidivas, e consequentemente maior letalidade, quando
comparado os individuos sem HIV (CASADO et al., 2015).

Estima-se que aproximadamente um ter¢co da populacdo mundial infectada
com HIV reside em éareas de risco de transmissdo da LV. A figura 5 mostra a
distribuicdo de casos notificados de Leishmania/HIV, o qual favorece o crescente

namero de casos dessa coinfec¢do, com relatos em 45 paises (WHO, 2018).

Figura 5 - Distribuicdo dos casos de leishmanioses e coinfeccéo leishmaniose/HIV

por paises em 2018.
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Fonte: WHO (2018), com modificagdes.

O Brasil se destaca dentre os paises da América Latina, dada a alta
prevaléncia verificada de coinfeccao (9%) (SOUSA-GOMES; ROMERO; WERNECK,
2017). Apesar de apresentar uma politica de livre acesso a terapia anti-retroviral
altamente ativa (HAART), muitos individuos infectados pelo HIV ndo seguem um
regime de tratamento tornando-se desse modo mais suscetiveis a outras doencas,
como a LV (CIPRIANO et al., 2017).
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Em Pernambuco, nosso grupo realizou a primeira investigacéo de coinfecgéo,
identificando 10 casos de LV/HIV entre 14 individuos com suspeita de LV através de
um conjunto de ferramentas de diagnostico (deteccdo parasitoldgica, imunolégica e
molecular) (CAVALCANTI et al.,, 2012). Além desse, novos relatos ocorreram
posteriormente por nossa equipe, incluindo o trabalho realizado por Silva et al.
(2013), que descreveram um individuo com HIV com multiplos episédios de LV.
Guedes et al. (2018) identificaram uma alta prevaléncia de infec¢gdo por L.(L.)
infantum (16,9%) em pacientes internos com HIV em hospitais do Recife (35/207).
Em Petrolina, foi relatada uma prevaléncia de 16,8% de LV/HIV entre casos
notificados no periodo 2010-2016 (DINIZ; SOUZA; CARMO, 2018). Os estudos de
Guedes et al. (2018) e de Diniz, Souza e Carmo (2018), referem-se ao quantitativo
de pacientes internados com LV/HIV sintomatica. Em outro estudo desenvolvido em
Petrolina, foi verificado uma prevaléncia de 9,11% de LV/HIV assintomatica a nivel
ambulatorial (44/483) (GUEDES et al., 2021).

Estes dados realcam a importancia de se investigar portadores
assintomaticos, principalmente naqueles infectados pelo HIV, no intuito de orientar
politicas publicas de saude para o controle e eliminagdo da doenca (VAN
GRIENSVEN et al., 2019; GUEDES et al., 2021). Para isso, novas estratégias séo
necessarias, incluindo o aperfeicoamento da vigilancia da coinfec¢cdo LV/HIV, uma
vez que a progressdo do HIV facilita a suscetibilidade a LV, com evolucdes
desfavoraveis, incluindo o oObito (FERREIRA et al., 2022). Essas estratégias
resultardo em melhorias na profilaxia, no diagnostico e tratamento, e,
consequentemente na promocéo da expectativa de vida e qualidade de vida desses
pacientes (REZAEI et al., 2018).

2.2.1 Imunopatogénese

Ao longo dos anos, vérios esforcos foram feitos para entender o mecanismo da
imunopatogénese da coinfecgcdo Leishmania/HIV (WOLDAY et al., 1999; ROSSI et al.,
2018; MAKSOUD et al., 2022). Apesar de muitos processos ndo se apresentarem
totalmente elucidados, sabe-se que a infeccdo por Leishmania spp. e pelo HIV pode
ocorrer em uma mesma célula hospedeira, como mondcitos, macrofagos e células
dendriticas. Nestas células, ha interacdo entre ambos 0s agentes patogénicos, com
efeitos importantes na resposta imune, incluindo a supressdo imunolégica (MAKSOUD
et al., 2022).
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Segundo Maksoud et al. (2022), a infeccéo pelo HIV e Leishmania spp. reduz
progressivamente a resposta imune Thl, favorecendo uma resposta celular do tipo
Th2. O perfil Thl esta relacionado com as respostas imunes celulares associadas a
resisténcia ao desenvolvimento da doenca, sendo regulada por multiplas citocinas
pro-inflamatérias, incluindo as interleucinas (IL) - 2, 12, 15, 18, bem como interferon
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF) (Figura 6) (EZRA; OCHOA; CRAFT,
2010). O IFN-y possui uma participacao crucial nesse processo, ao atuar na inducao
de células efetoras, como o linfocito T citotéxico (CD8+) e macrofagos. Ao ser
ativado, os macrofagos produzem IL-12 que age na diferenciacao de linfocitos T na
subpopulacdo Thl, na ativacdo de células NK (natural killer); na producédo de TNF
gue promove processos inflamatoérios e sintetase induzivel de 6xido nitrico (iINOS)

relacionada a atividade microbicida deste tipo celular (Figura 6).

Figura 6 - Interacdo de diferentes componentes do sistema imunolégico inato e

adaptativo na coinfeccédo Leishmania/HIV.
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Fonte: Ezra, Ochoa e Craft (2010), com modificacdes.

Nota: A célula dendritica (DCs) ativada atua apresentando antigeno a célula T CD4+ virgem. Esse
processo desencadeia a diferenciacdo dessas células em linfécito Thl com papel na resisténcia a
infeccdo. Esse perfil celular, atua na ativacdo de células imunes efetoras como os macréfagos e os
linfécitos T citotoxicos (LTC), através da indugcdo de um ambiente pré-inflamatério, constituido por
citocinas e quimiocinas como IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-23, IL-12, MIG, IP-10, CCL2, CCL5 e CXCL8.
De forma complementar ao Thl, as células Th1l7 agem promovendo a morte dos patégenos. Em
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paralelo, o desenvolvimento da suscetibilidade do hospedeiro a infeccéo pelo HIV e Leishmania spp.,
esté relacionado a incapacidade do antigeno em ativar DCs para produzir IL-12, resultando em uma
via padrao de diferenciacdo de células T virgens em células Th2, secretoras de IL1B, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13 e TGF-B. Tais citocinas agem no controle da resposta inflamatéria, e, deste modo,
favorecem, a progressédo das doencas LV/Aids.

Ademais, moléculas quimiotaticas pro-inflamatorias atuam nesse processo,
por serem responsaveis por exacerbar o recrutamento de células e a inflamacéo
resultante. As quimiocinas induzidas por IFN-y, MIG e IP-10, promovem a
polarizacdo Thl via proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcricdo
STAT1, STAT4 e STATS (ZOHAR et al., 2014). Na LV, apresentam importante papel
na resisténcia a parasitemia e estiveram associadas a infeccdo assintomatica
(IBARRA-MENESES et al., 2017a,b).

Quimiocinas como CCL2 e CCL5 podem contribuir para o desenvolvimento de
uma resposta imune protetora, ao estimular a producdo de oOxido nitrico (NO),
participar da quimiotaxia monocitaria e homeostase de neutroéfilos, entre outros
(STRING, 2022). Além disso, Dey et al. (2007) estudaram o papel da CCL2 em
camundongos infectados por L. (L.) donovani e verificaram que essa quimiocina
esteve associada com a restauracdo da capacidade de apresentacdo de antigenos
prejudicada de macréfagos infectados, bem como na reducdo da expressdo de
RNAmM da IL-10 (anti-inflamatéria) e aumento da expressao de IL-12, IFN-y, TNF e
INOS. No estudo de COSTA SANTIAGO et al. (2004) o tratamento com anti-CCL5
foi associado com o desenvolvimento da resposta Th2, tornando camundongos
infectados por L. major mais suscetiveis a infeccéo.

A quimiocina CXCL8, possui importantes atividades protetoras contra a
infecgdo por patogenos, incluindo, a ativagdo, degranulacdo e liberacdo de
proteases microbicidas (gelatinase B) por neutrofilos; ativacdo de células T CD8+;
explosdo respiratoria e ativacdo de integrinas em macréfagos (LOPEZ-COTARELO
et al., 2017). No Quadro 1 é possivel verificar as principais funcbes de cinco

guimiocinas envolvidas na LV.
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Quadro 1 - Descrigdo de cinco quimiocinas com seu respectivo ligante, receptor e

processo bioldgico.

Ligante  Receptor Processos Biol6gicos

CCL2 CXCR2 Mo (ativacdo, estimulo & produgcédo de NO), regulacdo positiva
de IL-1 e IL-6, liberacdo de &cido araquidénico, indugdo da
expressao de integrinas (CD1lc e CD11b), NK (aumenta a
atividade citolitica), liberacdo de esterase.

CCL5 CCR1/ Mo (estimulo & producdo de NO), NK (aumenta a atividade
CCR2/ citolitica), quimiotaxia monocitaria, resposta de defesa ao
CCR3/CCR5 | protozoério, resposta inflamatéria ao estimulo antigénico.

CXCL8 | CXCRY/ MC (quimiocinese), Neu (ativagdo, degranulacdo, explosao
CXCR2 respiratoria, liberacdo de gelatinase B, formacdo NET,

quimiorepulsdo, ativacdo de integrinas), Mo (exploséo
respiratoria, ativacdo de integrinas), TC (ativagdo), pré-BC
(ativacao de integrina).

MIG CXCR3 Mo (estimulo & producdo de NO), promove a polarizacdo em
Th1/Th17, ativacdo de integrinas.
IP-10 CXCR3 Mo (estimulo & producdo de NO), promove a polarizagdo em

Th1/Th17, ativagdo de integrinas, DC (haptorrepulséo).
Fonte: Lopez-Cotarelo et al. (2017), com modificagfes e STRING (https://string-db.org/cgi/).

Legenda: MC- mastdcitos; Neu- Neutrofilos; NET- armadilhas extracelulares dos neutrdfilos;
Mo- Macréfagos; TC- Linfécitos T; BC- Linfocitos B; NO (6xido nitrico); NK (natural killer), DC- célula
dendritica.

De maneira complementar, o subtipo celular Thl7, relacionado com a
producado de IL-17, possui papel na protecdo da LV ao potencializar a resposta Thl
e atuar no recrutamento e ativacdo de leucdcitos, como os neutréfilos e macréfagos
(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017), sendo sua atuacao significativa na
resolugdo da infecgéo por L. (L.) donovani e L. (L.) infantum (PITTA et al., 2009;
NASCIMENTO et al., 2015).

Por outro lado, a condi¢cdo clinica LV/HIV encontra-se associada a
predominancia da subpopulagdo Th2 e de células T regulatérias (Tregs) (ROSSI et
al., 2018). Essas células produzem as interleucinas 10 (IL-10), 4 (IL-4) e fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) (ROSSI et al., 2018; KUPANI et al., 2020),
gue atuam na resposta deficiente do oxido nitrico em macrofagos, ao induzirem a
expressdo da enzima arginase que compete pela L-arginina (aminoacido essencial
na producdo do oOxido nitrico) (SCHAFER et al., 2006; TAKELE et al., 2013). As
poliaminas resultantes do catabolismo da L-arginina pela arginase, € um nutriente
essencial para o desenvolvimento intracelular do protozoério (Figura 7) (GAUR et al.,
2007), ao passo que demonstra beneficiar a replicacdo do virus, uma vez que o
blogueio de S-adenosilmetionina descarboxilase (enzima chave na sintese dessas
moléculas), suprime a replicacdo do HIV-1 (SCHAFER et al., 2006; TAKELE et al.,
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2013).

Figura 7 - Mecanismos de sinalizacdo imunoldgicos envolvidos na expressao do

HIV-1 mediada por Leishmania spp.

MACROFAGO

Leishmania
LPG

PTK, PKA,CA+2,cAMP

% NF{kB

( IkB (IkB
O Sobrevivéncia t Poliaminas\
~ 5 — do parasita NF-kB

— Morte_'do 1NO NF-;\
g parasita s .
m REPLICACAO
5 DO HIV
NUCLEO

@ FAGOLISOSSOMO
@

“iNOS

Fonte: Adaptado de Olivier et al. (2003) e Rossi et al. (2018).

Nota: O desenvolvimento de uma resposta imune Thl predominante,
caracterizada pela producdo de IFN-y e TNF por células T CD4+ e CD8+, ativa
macréfagos infectados para matar parasitas intracelulares via producdo de NO,
enquanto respostas de células Th2 e Treg demonstram promover sua
sobrevivéncia. Nesta representacdo esquematica é possivel verificar também os
mecanismos de sinalizacdo envolvidos na expressdo do HIV-1 mediada por
lipofosfoglicano de Leishmania em macréfagos via NF-kB.

Ademais, a IL-10 e IL-4 afeta a producdo de IL-12 prejudicando a
diferenciagéo na subpopulacdo Thl e estdo envolvidas na modulacdo de diferentes
fatores de superficie celular hospedeira e apresentacdo de antigenos (MITTAL et al.,
2015). Foi demonstrado que a IL-10 atua prejudicando a expresséao de moléculas co-
estimulatérias (CD80, CD86, CD40), bem como a regulacdo da exocitose e
reciclagem do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) em células
apresentadoras de antigenos (APCs); resultando em respostas de células T
prejudicadas (MITTAL et al., 2015; SARAIVA; VIEIRA; O'GARRA, 2020).

Segundo Maksoud et al. (2022), a coinfeccao viral e parasitaria exacerba a
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replicacdo e a infectividade do virus in vitro, através da inducdo de alteracbes
moleculares na expressdo de CXCR4 e CCR5 na membrana celular que atuam
como correceptores para o HIV. A regulacdo positiva desses receptores na
coinfeccdo  HIV/Plasmodium  falciparum (TKACHUK et al, 2001) e
HIV/Mycobacterium tuberculosis (MAYANJA-KIZZA et al., 2001) mostraram-se
associadas a progresséo da infeccéo para Aids (NIGRO et al., 2007). Desta forma, &
sugerida que a L.(L.) donovani e L. (L.) infantum possa desempenhar um papel
como aprimorador da progressao da doenca (NIGRO et al., 2007; MAKSOUD et al.,
2022).

Wolday et al. (1999) sugerem que o protozoario atue induzindo a replicacao
do HIV de maneira antigeno-especifica, através do lipofosfoglicano (LPG) expresso
em sua superficie (promastigota) (Figura 7). Esse glicoconjugado ativa eventos de
sinalizacdo envolvendo véarias moléculas, tais como: a proteina quinase A/AMP
ciclico (PKA/CAMP), tirosina quinase (PTK), cation divalente Ca2+ e a proteina de
ligacdo ao calcio Ca2+, calmodulina, que resultam no aumento da expressao viral,
através de fatores transcricionais, como o fator nuclear kappa-B (NF-kB) (Figura 7).
Em células transfectadas com um construto de NF-kB mutado, a expressdo do HIV-1
mediado por LPG foi anulada (OLIVIER et al., 2003). Além de favorecer a infeccdo pelo
HIV, diferentes estudos sugerem que o LPG da Leishmania spp. atue protegendo o
parasita da lise mediada pelo complemento, entretanto mais estudos séo
necessarios para compreender esse mecanismo (FRANCO et al., 2012; ROSSI et
al., 2018).

Em sua forma intracelular (amastigota), o protozoario perde a maior parte do
LPG em sua superficie, retendo apenas o componente intramembranar
(phosphatidyl inositol core- core PIl). Esse componente, esteve associado a indugao
do HIV e a sobrevivéncia intracelular do protozoario através de alteracbes de
eventos de sinalizacdo dependentes da proteina quinase C (PKC). Essas
alteracdes encontram-se relacionadas principalmente a inibicdo de funcdes
importantes dos macrofagos, como a geracao de radicais de oxigénio (ROSSI et al.,
2018). Deste modo, esses estudos tém associado a infec¢do pelo protozoario com a
possibilidade de progressdo para a Aids, o que reduz a expectativa de vida desses
pacientes (MAKSOUD et al., 2022).

Estudos in vitro demonstram a relacdo do HIV com a reducdo da atividade

anti-Leishmania de macroéfagos, implicando no aumento do crescimento intracelular
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de L. (L.) donovani (MAKSOUD et al., 2022) e L. (L.) infantum (ZHAO et al., 2006);
quando comparado com os macréfagos sem o virus. Ademais, foi visto
complicacBes graves atreladas a uma alta carga parasitaria de L. (L.) infantum em
pacientes com Aids na Espanha (LOPEZ-VELEZ et al., 1998; BOSSOLASCO et al.,
2003). Esses estudos, demonstraram que uma propor¢ao consideravel de pacientes
coinfectados apresentam parasitemia periférica, com a presenca de amastigotas
quiescentes de Leishmania spp. em locais incomuns de baixa exposicdo aos
farmacos, como, a glandula adrenal (RANI et al., 2021), trato gastrointestinal
(CIPRIANO et al., 2017), miocardio (FARINA et al., 2022), liquido pleural
(CECCARELLI et al., 2018) e mucosa nasal (CIPRIANO et al., 2017), o que pode
explicar as prevalentes recaidas ocorridas neste grupo. Esses relatos apoiam a
hipétese de que os disturbios imunoldgicos causados pelo HIV séo particularmente
favoraveis para a multiplicacdo do parasita, que por sua vez, exacerbam ainda mais
0 microambiente Th2, influenciando a progressdo da doengca (EZRA; OCHOA,;
CRAFT, 2010).

Assim, a alta parasitemia estaria relacionada com a anergia celular,
principalmente dos macrofagos, induzido pelo HIV (OKWOR; UZONNA, 2013). A
proteina de transativacdo de HIV-1, denominada Tat, esteve associada a inibicao
do efeito leishmanicida induzido pelo IFN-y, bem como o aumento da expressao de
diferentes moléculas como a prostaglandina E2 (PGE2), cicloxigenase 2 (COX-2) e
TGF-B, em macrofagos por analises in vitro. A neutralizagcdo da proteina viral, assim
como da COX-2 e TGF-B, reduziu o crescimento do protozoario, demonstrando que
0 virus, gera um ambiente permissivo a replicacdo da Leishmania (BARRETO-DE-
SOUZA et al., 2006).

Assim, a infecgdo pelo HIV, que tende a deprimir a atividade das células Th1l,
pode resultar na reativacéo da infeccao latente por Leishmania spp., resultando em
doenca aparente. Ao passo que, os defeitos na resposta Thl em pessoas ja
infectadas pelo HIV pode favorecer o estabelecimento de uma infeccdo priméria
sintomatica por Leishmania spp. (COTA; SOUSA; RABELLO, 2011; OKWOR,;
UZONNA, 2013). Na figura 8, é possivel observar essa relagdo de suscetibilidade e
resisténcia a infeccéo associado a condicao clinica do individuo.

Esses achados corroboram a ideia de que ambos os agentes infecciosos
(Leishmania spp. e HIV) de maneira sinérgica ocasionam uma disfuncéo

imunologica; desempenhando um importante papel na patogénese e na progressao



35

de ambas as infeccbes LV e HIV. Consequentemente, é verificado o aparecimento
de manifestacdes atipicas, podendo ser fatal para o paciente (CIPRIANO et al.,
2017). Portanto, uma melhor compreensdo da resposta imunoldgica referente a
infeccdo por ambos os parasitas € crucial para o estabelecimento de abordagens
profilaticas e terapéuticas (ADRIAENSEN et al., 2018a).

Figura 8 - Manifestacdo clinica na coinfeccdo por Leishmania spp. e HIV em

decorréncia da resposta imunoldgica.
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Fonte: O autor.

Nota: A figura mostra as diferentes condi¢des clinicas
apresentadas por individuos com coinfecgdo LV/HIV associado a
predominancia do perfil Thl ou Th2.

2.2.2 Aspectos clinicos e tratamento

Em pessoas infectadas pelo HIV, as manifestacdes clinicas tipicas da LV
podem ser semelhantes as apresentadas por aqueles imunocompetentes. Assim, 0S
individuos podem apresentar inicialmente febre, palidez cutdneo-mucosa e
esplenomegalia discreta, sendo mais expressiva que a hepatomegalia, associados a
fadiga e emagrecimento (BRASIL, 2015). Com a evolu¢do da doenca, os pacientes
podem apresentar distensédo e dor abdominal, em consequéncia do agravamento da
hepatoesplenomegalia, bem como pancitopenia, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. Em fase crénica, ha desnutricdo proteico-energética severa, com
evolucdo para caguexia e morte em poucas semanas ou meses (BRASIL, 2015).

Em quadros de coinfeccdo LV/HIV, algumas particularidades podem ser
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observadas; como a ocorréncia de febre e hepatoesplenomegalia em menor
frequéncia, podendo ser observado em maiores propor¢cbes fraqueza, tosse,
desnutricdo e perda de peso. Ademais, sintomas gastrointestinais sdo amplamente
verificados, bem como fenémenos hemorragicos em quase um terco desses
pacientes, e aumento de linfonodos (LIMA et al., 2013; LINDOSO et al., 2014;
COUTINHO et al., 2017).

Essas manifestacdes atipicas sdo observadas em pacientes que apresentam
contagens CD4 significativamente reduzidas, propiciando a disseminacdo de
amastigotas para sitios incomuns (DIRO et al., 2015; CIPRIANO et al., 2017). Esses
fenbmenos, em contraste a sintomatologia classica que define a suspeita da LV pela
OMS (febre, emagrecimento e esplenomegalia) (WHO et al., 2010), contribuem para
a permanéncia de casos sem diagndéstico e tratamento ou com substancial atraso,
uma vez que outras infeccbes oportunistas sado consideradas; culminado em pior
prognostico, com maiores possibilidades de letalidade quando comparado aos
individuos néo infectados pelo HIV (DIRO et al., 2015; CECCARELLI et al., 2018).
Além disto, muitos individuos permanecem assintomaticos para a LV (90%),
impossibilitando a suspeita clinica e o diagnostico. Embora aparentemente
saudaveis, sdo potenciais reservatorios de transmissao, tornando-se um desafio
para os programas de controle da doenca (BOTANA et al., 2019).

O tratamento da LV quando associada a infeccao pelo HIV permanece um
desafio, dada a baixa resposta terapéutica verificada, altas taxas de recidivas, e
maiores numeros de Obitos (BURZA et al.,, 2014). Além disso, a terapia
medicamentosa utilizada, se encontra associada a uma significativa toxicidade, haja
vista as ocorrentes reacOes adversas graves verificadas nestes pacientes,
interferindo na adesao ao tratamento (SILVA et al., 2013; MAZIRE; AGARWAL,
ROY, 2021).

Os quimioterapicos utilizados no tratamento da LV na condi¢céo de coinfecgéao
se constituem nos mesmos utilizados por aqueles imunocompetentes. Segundo a
Secretaria de Vigilancia em Saude (2019), a droga de primeira escolha utilizada na
LV/HIV é o desoxicolato de anfotericina B. As alternativas terapéuticas incluem a
anfotericina B lipossomal (LamB), o isotionato de pentamidina e antimoniato de N-
metil glucamina. Esses medicamentos utilizados de forma combinada fornecem
menores possibilidades de faléncia terapéutica e maiores possibilidades de cura, do
que quando administrados em monoterapia (ABONGOMERA et al., 2018). Além
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disso, alguns autores demonstram a efetividade e a viabilidade de uma profilaxia
secundaria apés a cura parasitologica sob a taxa de recidivas (DIRO et al, 2018;
LINDOSO et al., 2018), uma vez que é frequente em individuos LV/HIV (SILVA et
al., 2013).

Lima et al. (2019) ao comparar a eficacia do tratamento entre dois grupos,
LV/HIV-126 e LV-126, verificaram recidivas 36,5% entre os coinfectados, atrelado a
uma maior letalidade (LV/HIV: 11,1%, LV: 2,4%). Esses dados sdo consistentes ao
observado em outros estudos para esses grupos, o qual foi verificado uma taxa de
letalidade variando de 8,7% - 23,5% para a LV/HIV, bem como a de recidivas (10,0%
- 56,5%) (COTA et al. 2014; LINDOSO et al., 2014).

Assim, novas orientacdes para o diagndstico clinico da LV em quadros de
coinfeccdo é de extrema urgéncia e importancia a nivel de saulde publica. E
necessario haver a inclusao de lesdes atipicas de LV e considerar a mesma no
diagnostico diferencial de linfadenopatias, lesdes orais, Ulceras gastrointestinais,
entre outras complicacdes em pacientes com HIV para um manejo adequado,
visando a reducao da letalidade (DIRO et al., 2015). Ademais, é essencial considerar
a possibilidade de infeccdo por Leishmania spp. em individuos assintomaticos,
principalmente naqueles que vivem em areas endémicas para a LV e no
acompanhamento daqueles com HIV, visto as possibilidades de ativacdo e recidivas
para a doenca (SILVA et al., 2013; BOTANA et al., 2019). Para tal, é fundamental o
envolvimento de profissionais de salude neste processo que tratam rotineiramente
pacientes com coinfeccdo LV/HIV (DIRO et al., 2015).

2.2.3 Diagnéstico laboratorial

Na rotina médica o diagnéstico da leishmaniose visceral € confirmado por
exames laboratoriais apds suspeita clinica. Seguindo esse contexto, a identificacéo
de individuos assintomaticos para LV e especialmente aqueles coinfectados pelo
HIV, torna-se um desafio para os programas de controle da doenca, devido a
auséncia de sinais clinicos. Outros fatores que colaboram para o diagnostico tardio
sdo a inacessibilidade dos testes de LV aos pacientes em varias areas endémicas, e
os resultados laboratoriais falsos negativos, contribuindo para a manutencao do ciclo
de transmissédo e aumento do numero de casos (VAN GRIENSVEN et al., 2019).

O diagnéstico laboratorial para o HIV (testes rapidos TR1, TR2, ELISA e/ou,
imunoblot, dados sobre a carga viral e contagem de linfécitos T CD4+) encontra-se



38

bem estabelecido; contudo, o diagnostico da LV, principalmente em casos de
coinfeccdo com HIV é quase sempre dificil ou impreciso (SINGH, 2014; BOTANA et
al., 2019). Sabe-se que os diferentes testes laboratoriais empregados para LV n&o
sdo 100% sensiveis e especificos e, parte deles, permanecem inacessiveis as areas
remotas e endémicas para a doenca. Além disso, nas areas ndo endémicas, 0S
testes de LV n&o sao solicitados, uma vez que outras doencas sao consideradas
como primeira hipétese diagnostica (SINGH, 2014).

Segundo o Ministério da Saude (2015) a confirmacéo da LV entre casos com
HIV se da pela positividade obtida em um ou mais métodos diagndsticos:
parasitologico, imunolégico e molecular. O parasitolégico é considerado “padrao
ouro” no diagnéstico, pois fornece uma elevada sensibilidade e especificidade
através da identificacdo direta do parasito em aspirados teciduais do baco, medula
Ossea, figado e linfonodos. Na coinfeccdo LV/HIV, diante da alta parasitemia
verificada como resultado do comprometimento imunoldgico, este método, torna-se
ainda mais eficaz (COTA et al., 2013). No entanto, a pun¢cao para coleta destes
tecidos é extremamente invasiva, necessitando de ambiente apropriado e de
profissionais especializados para a realiza¢do do procedimento. Além disto, culturas
de Leishmania spp. obtidas de biépsias teciduais, células mononucleares de sangue
periférico e sangue total, bem como inoculacdo animal podem ser realizadas no
intuito melhorar a sensibilidade no diagnostico da LV; contudo, encontram-se
restritos a locais de referéncia, o que dificulta a expansdo e a descentralizacdo do
diagnéstico em ambientes com recursos limitados (CASTELLI et al., 2021). Desta
forma, é geralmente solicitado diante de resultados negativos para a sorologia,
atrelada a suspeita clinica, ou em pacientes diagnosticados, mas que nao
respondem ao tratamento empregado (SINGH; SUNDAR, 2015).

Os meétodos imunolégicos e moleculares se destacam pela sensibilidade,
especificidade e baixa invasividade ao paciente (VIEIRA et al., 2021). Em relacao ao
método imunologico (Quadro 2), estes estdo fundamentados na (i) deteccdo de
respostas celulares, como a reagdo de montenegro (IDRM); (i) em ensaios
baseados em anticorpos especificos do parasita; tais como, a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA), teste rapido
imunocromatografico (rk39-ICT) e de aglutinacao direta (DAT) e (iii) na deteccao de

antigenos, incluindo o teste de aglutinacdo em latex (KAtex) (COTA et al., 2012).
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Quadro 2 - Principais testes imunoldgicos utilizados no diagndstico da Leishmaniose

visceral.

Testes de Principio do teste

diagnostico

imunoldgico

IDRM Extrato sollvel de Leishmania € administrada por via | Brasil, 2015
intradérmica no antebraco, o0 qual posteriormente €
medida o didmento das enduragbes formadas, sendo
considerado positivo aquelas com didmetro superior a
5mm. Geralmente s6 positivam ap0s cura clinica.

rk39-ICT O teste rapido imunocromatografico, baseado noantigeno | Freire et al.,
recombinante k39 é derivado de uma proteina com | 2018
repeticdo de 39 aminoacidos de L. donovani. A partir de
sua utilizacdo ¢é possivel detectar resposta imune
especifica ao parasita através da detec¢cdo das anticorpos
anti-Leishmania. = Este  teste  fornece  resultados
qualitativos, de rapida leitura, sendo adequado seu
emprego em campo como ferramenta de diagnéstico.

RIFI A Reacdo de imunofluorescéncia indireta € utilizada para | Freire et al.,
a deteccdo de anticorpos que formam conjugados | 2020;
Normalmente sé positivam apds cura clinica com antigenos | Srivastava et
impregnados em laminas. ReagBes positivas para LV | al., 2011
envolve diluicdo igual ou superior a 1:80.

ELISA E um ensaio quantitativo fundamentado na formacdo do | Freire et al.,
complexo antigeno-anticorpo, visualizado a partir de | 2018
reacOes enzimaticas. Comumente, antigenos do patdgeno
sdo adsorvidos em um suporte sélido que reagira com
anticorpos  presentes nas amostras  biologicas
adicionadas.

DAT Ensaio baseado na aglutinagdo de promastigotas de | Freire et al.,
Leishmania com anticorpos anti-Leishmania presentes em | 2020;
amostras de soro, plasma ou sangue de pacientes.

KAtex Teste que detecta antigenos em amostras de urina. Ghatei et al.,

20009.

Ensaios baseados na pesquisa de anticorpos sao reconhecidamente pouco

sensiveis em

individuos com coinfeccdo LV/HIV, em funcdo da disfuncdo

imunoldgica verificada - linfocitos T e B (COTA et al., 2012). Nestes individuos, o0s
niveis de anticorpos anti-Leishmania encontram-se reduzidos, e, apenas 40 a 50%
dos casos apresentam sorologia positiva, devendo-se o resultado ser analisado com
cautela (LINDOSO et al., 2018).

diferenciacdo de infeccdes recentes, ou passadas; assintomatica e na deteccdo de

Além disso, apresentam-se limitados na
recidivas, devido a presenca prolongada de anticorpos apds a cura clinica; e no
progndstico do caso (SUNDAR; SINGH, 2018; BOTANA et al., 2019).

Um estudo de revisdo sistematica e metanalise revelou a acuracia dos
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principais métodos sorologicos de diagnéstico da LV em infectados pelo HIV,
considerando a variabilidade dos testes em diferentes areas (COTA et al., 2012). De
maneira geral, as sensibilidades estimadas com seus respectivos intervalos de
confianca (95%) foram: DAT: 81% (61-95%), ELISA: 66% (40-88%) e RIFI: 51% (43-
58%). Portanto, diante dos valores apresentados, Cota et al. (2012) sugerem que 0s
testes sorolégicos ndo devem ser utilizados para descartar o diagnéstico de LV entre
os infectados pelo HIV; no entanto, ao menos uma reativacdo em um teste, possui
valor diagndéstico quando combinado a avaliacao clinica.

Freire et al. (2019) ao avaliarem os testes soroldégicos com pesquisa de
anticorpo (RIFI, ELISA, rK39-ICT, DAT) para a LV, confirmaram diferengas nos
desempenhos deles no Brasil. Esses achados realcam que a recomendacao destes
testes como uma das principais estratégias diagnésticas do programa nacional para
a reducdo da letalidade, precisam ser qualificados com informacdes especificas
sobre o desempenho, uma vez que ndo ha consenso sobre as taxas minimas de
sensibilidade e especificidade necessarias para um teste diagndstico de LV.
Segundo Boelaert et al. (2007), para um teste de triagem, deveriam ser exigidas
sensibilidade e especificidade minima entre 95% e 98%, respectivamente.
Considerando esse mesmo autor, os resultados verificados por Cota et al. (2012) e
Freire et al. (2019) nao foram satisfatorios. Além disso, Freire et al. (2019) apontam
a infeccdo pelo HIV como o fator mais significativo na variacado dos resultados dos
testes entre diferentes populacdes, sendo observada uma grande quantidade de
falso-negativos. Além disso, se mostram ineficientes em identificar individuos com
LV assintomatica, como verificado por Cota et al. (2013) e Botana et al. (2019),
contribuindo para o ciclo de transmissao. Nesse sentido, surgem questionamentos
acerca da adequacédo dos exames atuais como ferramentas de triagem e até mesmo
como “follow-up” da LV (FREIRE et al., 2019).

Por sua vez, em areas de alta prevaléncia de coinfeccédo LV/HIV, o KAtex tem
se mostrado sensivel na detec¢cdo de antigenos presentes em urina de pacientes
com LV/HIV (WHO, 2010). Na Etiopia, este teste apresentou sensibilidade de 86% e
especificidade de 99% (VOGT et al, 2018). Resultados semelhantes foram
verificados em outros locais endémicos, como na Espanha (sensibilidade: 86-100%
e especificidade: 95-100%) (VILAPLANA et al., 2004; RIERA et al., 2004) e Sudao
(sensibilidade: 100% e especificidade:100%) (EL-SAFI et al., 2003). No Brasil,
Cavalcanti et al. (2012) verificaram a positividade em quatro dos cinco pacientes
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LV/HIV. Em outro estudo desenvolvido no pais, cinco de sete pacientes coinfectados
também forneceram positividade para o KAtex (BARBOSA-JUNIOR et al., 2015). Em
teoria, este teste forneceria dados mais sensiveis, uma vez que 0S niveis de
antigenos correlacionam com a elevada carga parasitaria observada nos pacientes
LV/HIV (SINGH, 2014). No entanto, em Pernambuco a prevaléncia de coinfecgao
LV/HIV foi menor quando considerado os resultados obtidos por KAtex quando
comparado a outros testes de diagnostico (DAT, ELISA, PCR), em pacientes
hospitalizados em servigos de referéncia para doencas infecciosas em Pernambuco
(GUEDES et al., 2018) e entre individuos assintomaticos a nivel ambulatorial, sendo
necessarios novas investigacdes envolvendo esse teste.

Com o advento da biologia molecular, testes baseados na deteccdo de
sequéncias especificas de DNA e/ou RNA de agentes etioldégicos, mostram-se
promissores tanto em imunocompetentes, quanto em infectados pelo HIV. Em geral,
os métodos moleculares fornecem alta sensibilidade e especificidade, com
desempenho de exceléncia no diagndstico e em casos suspeitos de recidivas
(Quadro 3) (SUNDAR; SINGH, 2018; VIEIRA et al., 2021).

Quadro 3 - Principais testes moleculares utilizados no diagnéstico da leishmaniose
visceral.

Teste de Principio do teste

diagnostico
molecular

PCR A reagdo em cadeia da polimerase permite a | Neves et
amplificacdo de sequéncias especificas de DNA do | al., 2016
parasito através da utilizacdo de primers, que se
ligam na sequéncia, como um iniciador, possibilitando
a amplificacéo.

gPCR A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa | Neves et
permite 0 monitoramento continuo do processo de | al., 2016
amplificacdo da sequéncia de DNA do parasito,
através de sondas fluorescentes.

nestedPCR O seu principio € o mesmo da PCR, o que diferencia | Neves et
€ a origem da amostra. Neste, a amostra compreende | al., 2016
0 produto de uma PCR anterior, no intuito de
aumentar a sensibilidade e especificidade. Deste
modo, a nested representa a PCR do produto da
PCR.

RT-PCR A reacdo em cadeia da polimerase-transcriptase | Botana et
reversa permite a deteccdo de sequéncias de RNA do | al., 2019
parasita através do processo de convencao em DNA
complementar pela enzima transcriptase reversa,
sendo posteriormente amplificado.
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As sequéncias de alvos de Leishmania spp. mais comumente utilizadas
incluem: gene da subunidade ribossémica (SSU rRNA) (COTA et al., 2013; KHAN et
al., 2014), 18S-rRNA (BLACKWELL; FAKIOLA; SINGH, 2020); kDNA (AVELAR,;
CARVALHO; RABELLO, 2019); regides espacadoras de transcrito interno (ITS) e
genes mini-exon (KHAN et al., 2014). O ensaio baseado nessas sequéncias da
reacao em cadeia polimerase (PCR), permite a identificacdo do DNA de Leishmania
spp. antes do aparecimento dos sinais e sintomas clinicos, além de rapidez de
execucao e capacidade de trabalhar com uma grande variedade e guantidade de
amostras clinicas (VIEIRA et al., 2021). Além disto, em alguns estudos, este ensaio
mostrou-se util na identificacdo de individuos assintomaticos para a LV e positivos
para o HIV, uma vez que o diagndstico soroldgico ndo é confiavel e o parasitologico
€ altamente invasivo (SUNDAR; SINGH, 2018). Garcia-Garcia et al. (2006),
identificaram na Espanha através da PCR, o KDNA de L.(L) infantum em individuos
assintomaticos LV/HIV; diante de resultados negativos para os testes ELISA,
Western blotting e LST. Guedes et al. (2018, 2021) em seus trabalhos verificaram
uma prevaléncia de 3,9% para individuos internados LV/HIV e de 2,28% para
assintomaticos, baseados em PCR com alvo kDNA, demonstrando ser uma
importante ferramenta para a identificacao desses individuos.

Apesar de bons resultados para a identificacdo de infec¢cdo por Leishmania
spp. a partir de métodos moleculares como a PCR, outros trabalhos trazem
evidéncias da eficiéncia limitada em algumas regides endémicas para a doenca. Na
Espanha, Botana et al., (2019) verificaram resultados negativos para PCR com alvo
SSU rRNA em amostras obtidas de pacientes assintomaticos LV/HIV; apresentando
resultados positivos apenas o0s casos do teste de proliferagdo celular (CPA)
reagentes. Segundo Ibarra, Moreno e Carrillo (2019), a limitagcdo deste teste pode
ser decorrente da baixa parasitemia verificada nestes individuos. Além disto, as
diferencas dos valores referentes a sensibilidade e especificidade do diagnéstico
molecular, podem estar relacionados com as variagdes nos protocolos empregados,
uma vez que a sensibilidade se encontra associada a diferentes fatores, tais como: a
natureza da amostra bioldgica, os primers utilizados na amplificagdo das sequéncias
alvos, 0 método de extracdo de DNA e o manuseio da amostra (contaminacdes)
(VIEIRA et al., 2021).

Ao longo dos anos, surgiram variagdes da técnica da PCR, e, dentre elas, a

reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), tem-se destacado por gerar
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resultados rapidos, através da andlise de sinais fluorescentes produzidos durante as
amplificagbes; e as baixas possibilidades de contaminagédo, pela auséncia da
necessidade de manuseio de amostras apos o ensaio (CASTELLI et al., 2021). Em
contraste a PCR convencional (qualitativa), a gPCR permite a quantificacdo do DNA
circulante do parasita e, deste modo, sua utilizacéo é significativa para o diagnéstico,
monitoramento do resultado clinico e identificacdo de possiveis recaidas pOs-
tratamento (WU et al., 2020).

Em estudo desenvolvido por Castelli et al. (2021), a gPCR mostrou-se
altamente sensivel e especifico na deteccdo e quantificacdo de carga parasitaria
consideravelmente baixa de L. (L) infantum em amostras de pacientes previamente
negativos para RIFI, cultura e microscopia histolégica. Em coinfectados, Cota et al.
(2013) verificaram sensibilidade similar da gPCR, utilizando-se amostras sanguineas
(com base no alvo SSUrRNA) ao teste parasitologico empregado (exame direto e
cultura de aspirados teciduais), demonstrando ser uma estratégia alternativa menos
invasiva para a confirmacdo de casos de coinfeccdo. No entanto, apesar de tais
beneficios, os custos associados a preparacdo do ensaio e equipamentos Sao
limitantes para sua realizacdo, principalmente em regides remotas (BARBOSA-
JUNIOR et al., 2015).

Em contrapartida, a amplificacao isotérmica mediada por Loop (LAMP) é uma
técnica que se mostra promissora nesse sentido, uma vez que traz como
perspectiva a possibilidade de ser utilizada em locais de ponto atendimento, dada a
sua simplicidade e baixo custo, atrelado a alta sensibilidade e especificidade
(BEZERRA et al.,, 2020). Em estudo desenvolvido na Etiépia, o ensaio LAMP
baseado em 18S rRNA e kDNA, mostrou-se rapido e preciso no diagnostico da LV
ao identificar 117/122 casos confirmados. Além disso, apresentou uma sensibilidade
de 100%, com positividade para todos os 23 pacientes com coinfec¢cdo LV/HIV
(HAGOS et al., 2021). Resultados semelhantes foram verificados na Tailandia por
Ruang-Areerate et al. (2021), o qual o ensaio demonstrou ser altamente sensivel
(94,1%) e seletivo (97,1%) da determinacdo da infeccdo por L. (L.) donovani em
pacientes assintomaticos com HIV, através de indicadores duplos (sonda SYBR
green | e nanoparticula de ouro — AuNP).

Diante das informacdes supracitadas, € evidente que nenhum método
atualmente disponivel apresenta todas as caracteristicas desejaveis para o

diagnoéstico de LV/HIV, incluindo a alta sensibilidade, especificidade, facilidade de
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acesso e baixo custo. Desta forma, ha necessidade do uso de diferentes métodos e
principalmente de novas estratégias descentralizadas, que possam contribuir em
maiores taxas de positividade no diagndstico, favorecendo o manejo adequado

desses individuos e as a¢fes de controle para a doengca (MANN et al., 2021).
2.2.4 Biomarcadores imunogenéticos

Nos ultimos anos o desenvolvimento de estudos que envolvam
biomarcadores € crescente, dado a perspectiva de sua utilizacdo na pratica clinica
envolvendo o diagndstico, prognéstico e como preditores de recidivas (Figura 9)
(IBARRA-MENESES; MORENO; CARRILLO, 2019). Além disso, sdo Uuteis no
entendimento dos mecanismos relacionados as doengas, contribuindo também para

identificacdo de possiveis novos alvos terapéuticos.

Figura 9 - Aplicabilidade de biomarcadores.

Eficacia

Diagnostico terapéutica

([ §

-

Aplicacgao de
biomarcadores

Progndstico Imunoterapia

Fonte: O autor.

Um grupo de trabalho da National Institutes of Health nos Estados Unidos,
definiu biomarcador como “uma caracteristica que € objetivamente medida e
avaliada como um indicador de processos biolégicos normais, processos
patogénicos ou respostas farmacoldégicas a uma intervencdo terapéutica”

(Biomarkers Definitions Working, 2001). Dentre essas, caracteristicas imunoldgicas e
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moleculares sdo continuamente avaliadas.

Do ponto de vista imunolégico, diferentes citocinas relacionadas a
suscetibilidade ou a resisténcia a Leishmania spp. em pacientes com HIV
apresentam-se elevadas. Entre os pacientes LV/HIV foi verificado niveis
significativamente aumentados de TNF, IL-4 (BARBOSA-JUNIOR et al., 2020b), IFN-
y, MIG, IP-10, IL-2 (BOTANA et al.,, 2019), CCL3 e CCL4 (SISAY et al., 2011),
guando comparado com os casos monoinfectados HIV, indicando que a Leishmania
spp. pode modular a producdo dessas moléculas em caso de coinfeccdo. Uma vez
elevadas, estas citocinas e quimiocinas poderiam ser direcionadas como
importantes biomarcadores, principalmente em pacientes sem evidéncia clinica para
a doenca. Botana et al. (2019) sugeriram que as citocinas IFN-y, IL-2 e MIG, seriam
importantes moléculas para identificacdo de individuos assintomaticos LV/HIV, sobre
o qual nenhum dos testes moleculares e soroldgicos utilizados, foram capazes de
detectar o DNA de L.(L.) infantum ou anticorpos anti-Leishmania em amostras de
sangue periférico desses pacientes, respectivamente.

Outros trabalhos caracterizaram o IFN-y como um importante biomarcador de
infeccdo assintomatica e naqueles curados para LV (GIDWANI et al., 2011; IBARRA-
MENESES et al.,, 2016; ADEM et al., 2016). Em suma, este biomarcador estaria
relacionado a uma resposta imunoldgica efetiva do hospedeiro contra o parasita.
Alguns destes trabalhos, também propdem IL-2, IP-10, MIG, CCL2 e CXCL8 como
biomarcadores de infeccdo, exposicdo e cura em areas endémicas de L. (L.)
infantum e L. (L.) donovani (IBARRA-MENESES et al., 2017a,b; IBARRA-
MENESES; MORENO; CARRILLO, 2019).

Segundo Ibarra Meneses, Moreno e Carrillo (2019), em diferentes condi¢oes
de infeccdo por L. (L.) infantum (sintomatica, assintomatica e cura), € possivel
observar variagbes nos niveis de citocinas e quimiocinas que estao associadas a
resisténcia ou suscetibilidade ao desenvolvimento da doenca. H4 aumento de
moléculas relacionadas ao perfil Thl (MIG, IP-10, IFN-y, TNF, IL-2, Granzima B) em
curados e assintomaticos, estando associadas a imunidade protetora na LV. Em
contrapartida, citocinas do tipo Th2, como a IL-10, apresentam-se em maiores
concentracdes na infec¢do sintomatica (GIDWANI et al., 2011; IBARRA-MENESES
et al.,, 2016, 2017a,b; IBARRA-MENESES; MORENO; CARRILLO, 2019). Esses
achados, segundo Ibarra-Meneses, Moreno e Carrillo (2019), sdo essenciais para o

desenho de estudos epidemioldgicos e em ensaios clinicos para a LV, uma vez que
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0os meétodos usualmente empregados sdo insatisfatérios e novas abordagens
envolvendo biomarcadores precisam ser exploradas.

Adriaensen et al. (2018b) relataram entre os casos LV/HIV niveis séricos
diminuidos de sCD40L (soluble CD40 ligand) nos sintomaticos e niveis aumentados
nos assintomaticos. Esta glicoproteina atua na ativacao de células que expressam
CD40, como macrofagos, e promove a secrecdo de citocinas proé-inflamatérias e
sintese de Oxido nitrico. Assim, em individuos capazes de montar e/ou manter uma
resposta imune celular (assintomaticos), a via CD40-CD40L seria acentuada, dado
ao seu importante papel na resisténcia ao parasita (ADRIAENSEN et al., 2018b).
Esses autores também sugerem um valor clinico a neopterina (composto de
pirazino-pirimidina), uma vez que, esta poderia ser avaliada como preditor de
evolucdo clinica de pacientes LV/HIV, visto que se apresentou elevada em
individuos assintoméaticos; estando associada a ativacdo de macréfagos poés-
infeccdo (ADRIAENSEN et al., 2018Db).

As moléculas IFN-y, TNF estiveram relacionados com a gravidade e sCD14
(soluble CD14) com a morte em LV/HIV (FERREIRA et al., 2022). Takele et al.
(2013) verificou niveis elevados da enzima arginase em pacientes LV/HIV, sendo
apontada como um outro importante marcador de gravidade na coinfec¢éo, o qual
encontra-se relacionada a niveis mais baixos de L-arginina e respostas T celulares
prejudicadas.

Concomitantemente, analises dos niveis de expressdo de receptores
envolvidos na entrada do HIV nas células induzidas por Leishmania spp. podem ser
importantes marcadores de progressédo para a Aids. A expressdo aprimorada dos
receptores CCR5 em linfocitos T CD3+ (NIGRO et al., 2007) e em CD8" (VALLEJO
et al.,, 2015) e de CXCR4 em T CD4+ (HAILU et al., 2004) sado encontrados em
individuos LV/HIV, quando comparado aos controles saudaveis. O CCR5 atua como
receptor de CCL3 (STRING, 2022), que por sua vez, em niveis aumentados,
compete com HIV-1 que se utiliza da CCR5 como co-receptor. Desta forma, a
quimiocina CCL3 é um potente alvo no controle da coinfec¢do LV/HIV contribuindo
em processos inflamatérios, com o recrutamento e ativacdo de células imunes
efetoras, bem como dificultando a invasao intracelular pelo HIV (SISAY et al., 2011).

Em paralelo, Sisay et al., (2011) verificaram niveis aumentados da CCL5 e de
Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1alpha) com associacdo negativa a carga viral. A

partir desses achados, este autor sugere que moléculas como CCL3, CCL4, CCL5 e
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SDF-lalpha além de biomarcadores de infec¢ao, poderiam ser utilizadas no contexto
da imunoterapia auxiliando a intervencéo terapéutica em LV e HIV.

Além desses aspectos, na tentativa de se entender 0s mecanismos
relacionados a resposta imune frente a infeccdo, pesquisas na area de
imunogenética contribuem em novas informacbes a respeito de genes e
mecanismos relacionados a susceptibilidade/resisténcia do hospedeiro ao parasita
(BARBOSA-JUNIOR et al. 2020a,b). Esses estudos possibilitam a identificagéo de
fatores genéticos associados a variadas doencas, podendo sua analise informar o
provavel desfecho clinico do paciente (WEIRATHER et al., 2016; KWOK; MENTZER,;
KNIGHT, 2021).

A presenca de SNP no gene solute carrier family 11 member 1 (SLC11A1)
(rs3731865), tem efeito na via de ativacdo do macrofago e, por isso, tem sido objeto
de investigacdo em infeccdes relacionadas (ARCHER et al., 2015). Barbosa-Junior
et al. (2020a) verificaram a associacdo deste polimorfismo na suscetibilidade a
coinfec¢do LV/HIV em pacientes do Nordeste do Brasil, &rea endémica para L. (L.)
infantum, sendo apontada como um importante marcador genético para a populagéo
coinfectada LV/HIV.

O gene da IL-10, localizado no brago longo do cromossomo 1 (Figura 10A),
possui varios polimorfismos na regido do promotor, interferindo nos niveis de
producdo da citocina e consequentemente afetando o equilibrio Th1/Th2 (IYER;
CHENG, 2012). No estudo realizado por Hajilooi et al. (2013), o SNP presente na
posicdo -819 (rs1800871), foi significativamente associado a LV. Segundo esses
autores, os alelos do SNP rs1800871 em heterozigose aumentaria a suscetibilidade
a LV em individuos soronegativos saudaveis (OR=10,21; IC 95% 2,32-44,90;
p=2e-04) e soropositivos assintomaticos para LV (OR=6,22; IC 95% 1,01-38;
p<0,0001).

Para Salhi et al. (2008), esse gendtipo esta associado com a regulacao
positiva da IL-10, posto que, relaciona-se a novos sitios de ligacdo de fatores de
transcricdo. A desregulagdo desta interleucina a niveis aumentados, promoveria a
supressdo da resposta inflamatéria protetora contra a Leishmania spp., e a
suscetibilidade a doenca. Estudos envolvendo outras doencas, como a Hepatite B
(WANG et al., 2012) e a Hepatite C (AFZAL et al., 2011) apresentaram resultados
semelhantes, corroborando a associagdo deste SNP a ocorréncia e desenvolvimento

de doencas infecciosas virais.
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A galectina-3 (Gal-3) € uma lectina de ligacdo ao B-galactosideo, importante
em inumeras atividades biologicas, incluindo a proliferacdo celular, regulacao
apoptotica, inflamacéao e fibrose (HARA et al., 2020). Por meio desses mecanismos,
a Gal-3 passou a ser reconhecida como uma importante molécula na resposta
imunolégica do hospedeiro contra varios agentes infecciosos, e, inferida como
potencial biomarcador com valor clinico (DATTA et al.,, 2019; LIAO et al., 2020).
Datta et al. (2019) verificaram aumentos significativos (p<0,001) dos niveis
circulatérios de Gal-3 com expressdo aumentada de sitios de ligacdo na molécula,
bem como sua correlacdo com as frequéncias de células mononucleares e citocinas
IFN-y e IL-10 nos sitios de infec¢cao, demonstrando seu envolvimento na patogénese
da leishmaniose dérmica pés-calazar.

Variacbes nos niveis circulantes dessa molécula pode ser explicada pela
presenca de polimorfismos no gene LGALS3 (localizado no cromossomo 14, Figura
10B). O SNP presente na posicdo +191 no LGALS3 (rs4644), corresponde a uma
mutacdo missense, caracterizado pela mudanca de uma Unica base
(Citosina>Adenina), responsavel pela mudanca dos aminoacidos Prolina>Histidina
da proteina resultante. Através de analises in silico realizadas por Furuya et al.
(2018), essa substituicdo demonstrou ser potencialmente deletéria para a funcéo da
proteina.

Em estudos anteriores, este SNP esteve associado a suscetibilidade a
infeccbes frequentes do trato respiratério em criancas com anemia falciforme
(BELMONT et al., 2016), cardiomiopatia dilatada (ZHANG et al., 2018) e a
progressao de cancer gastrico (FURUYA et al., 2018).

Figura 10 - Ideograma do cromossomo 1 (A) e cromossomo 14 (B).

AT NI A I EE TN Ind

Nota: Em A, a seta indica a posi¢cao do gene IL10 (1g32.1). Em B a seta indica a posi¢cdo do gene
LGALS3 (14921-922).
Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/. Acesso: 10 jan. 2023.

Embora, os polimorfismos tenham papéis significativos na suscetibilidade a
LV, estudos com esta tematica envolvendo pacientes com LV/HIV sdo escassos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7507567/#mgg31370-bib-0025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7507567/#mgg31370-bib-0045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/
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Esses estudos sédo de fundamental importancia para a elucidacdo de aspectos
relacionados a coinfec¢cdo, uma vez que pacientes nesta condicdo podem
apresentar caracteristicas genéticas e imunoldgicas diferentes das apresentadas em
monoinfecgdo (BARBOSA-JUNIOR et al., 2020a,b).
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3 JUSTIFICATIVA

A LV é considerada uma das doencas prioritarias do século XXI, pelo fato de
representar uma das principais causas de morbidade e mortalidade e ser
emergente em individuos portadores do HIV. Em Pernambuco, a LV/HIV é
prevalente em 16,9% entre os pacientes internos e 9,11% entre os individuos com
HIV com atendimento ambulatorial (GUEDES et al., 2018; 2021). Por isso, foi
incluida como prioritaria pelo SANAR, no intuito de reduzir a incidéncia de novos
casos e letalidade para a LV por meio de acbes estratégicas em municipios
prioritarios.

O desenvolvimento de novas estratégias que contribuam na identificacédo e
no manejo adequado dos casos de coinfeccdo LV/HIV é de extrema necessidade,
visto a dificuldade de diagndstico e as elevadas possibilidades de falha terapéutica
e recidivas, internamentos e mortalidade.

Assim, biomarcadores imunolégicos e genéticos séo investigados para esta
abordagem, visto que sua avaliacdo tem sido considerada promissora na pratica
clinica. Portanto, o presente estudo avalia moléculas imunolégicas MIG, IP-10,
CCL2, CCL5, CXCL8 e polimorfismos LGALS3 (rs4644) e IL-10 (rs1800871) na
condicdo de coinfeccdo LV/HIV, uma vez que os estudos relacionados a estas
moléculas sdo escassos. Desta forma, esses resultados sdo relevantes para
promocdo da salude publica, pois contribuirA no esclarecimento de aspectos
relacionados a coinfeccdo e na caracterizacdo de possiveis biomarcadores,
auxiliando no melhor manejo clinico dos pacientes LV/HIV, e, portanto, favorecera a
reducédo de eventos adversos e mortalidade; reduzindo as interna¢des hospitalares

e Obitos.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Os niveis séricos das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10 e os
polimorfismos dos genes LGALS3 e IL-10 estdo associados com a leishmaniose

visceral em individuos com HIV?
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5 HIPOTESE

Os niveis séricos das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10 e os
polimorfismos dos genes LGALS3 e IL-10 estdo associados com a leishmaniose

visceral em individuos com HIV.
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6 OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores imunogenéticos envolvidos na leishmaniose visceral

em pacientes com HIV procedentes do Estado de Pernambuco.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas epidemioldgicas e laboratoriais da populacao
estudada;

e Avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene
LGALSS (rs4644) e 1L-10 (rs1800871) entre pacientes coinfectados LV/HIV e
monoinfectados HIV;

e Determinar os niveis séricos das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-
10 em pacientes monoinfectados HIV e coinfectados LV/HIV;

¢ Identificar correlacBes entre os niveis de quimiocinas e dados laboratoriais
entre pacientes coinfectados LV/HIV e monoinfectados HIV;

e Andlisar interacfes proteicas de CCL2, CCL5, CXC8, MIG e IP-10.
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7 METODOLOGIA
7.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos do Instituto Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ (CAAE
n°61218816.1.0000.5190).

7.2 DESENHO E AREA DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, envolvendo pacientes coinfectados LV/HIV
e monoinfectados HIV atendidos em servicos do Sistema Unico de Satde de
referéncia para HIV em Pernambuco: Servico de Atencéo Especializada e Centro de
Aconselhamento e Testagem do Municipio de Petrolina; Hospital Universitario
Oswaldo Cruz, Hospital Correia Picanco da Secretaria Estadual de Saude de
Pernambuco e o Hospital das Clinicas em Recife. Participaram também deste estudo

individuos saudaveis (controles negativos) residentes em Pernambuco.
7.3 GRUPOS DE ESTUDO E TESTE DE TRIAGEM

e LV/HIV: Individuos de area endémica com diagndstico positivo para LV e HIV;

e HIV: Individuos de area endémica com diagnostico positivo para HIV e
negativo para LV,

e Controles negativos: Individuos de area endémica sem sinais e sintomas

clinicos, com negatividade para os testes de diagndsticos para a LV e HIV.

O diagnostico de LV foi definido com base na positividade em um ou mais
testes laboratoriais: reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (GUALDA et al. 2015),
teste de aglutinacdo direta (DAT) (Royal Tropical Institute, Amsterdam, Holanda),
teste rapido imunocromatografico rk39 (rk39 ICT) (DiaMed-IT LEISH®; DiaMed AG,
Cressier-sur-Morat, Suica), ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) (ABASS et
al., 2013) e teste de aglutinacdo em latex (KAtex) (Kalon Biological, Guildford, Reino
Unido) (BRASIL, 2015). Por sua vez, o diagnaostico de HIV foi realizado no respectivo
Servigo de Saude por meio de testes rapidos (TR1 e TR2) ou teste sorologico ELISA
ou imunoblot e dados sobre a carga viral por RT-gPCR (BRASIL, 2018).
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7.4 TAMANHO AMOSTRAL

Neste estudo, foram utilizadas 295 amostras de DNA extraidas de sangue
total de pacientes com HIV, das quais 99 foram provenientes de pacientes
coinfectados LV/HIV (45 sintomaticos e 54 assintomaticos) e 196 de individuos
monoinfectados pelo HIV. Também foram selecionadas 160 amostras de soro,
sendo 90 de pacientes monoinfectados HIV, 53 assintomaticos LV/HIV e 17
controles negativos (CN). As amostras de soro e DNA de pacientes LV/HIV e HIV
foram por conveniéncia, provenientes do biorrepositorio do laboratério de doencas

transmissiveis.
7.5 CARACTERIZAC}AO EPIDEMIOLOGICA E LABORATORIAL

Dados epidemioldgicos e laboratoriais foram obtidos por meio da consulta e
analise de fichas com informac¢des de prontuarios médicos. Foram investigadas as
seguintes variaveis epidemiolégicas: idade, sexo, escolaridade e renda, bem como
as variaveis laboratoriais: contagem de hemoglobina, leucécitos, neutrofilos,
plaguetas, contagem de linfécitos T CD4+ e T CD8+ e carga viral. Todos 0s

pacientes avaliados estavam em uso regular HAART.
7.6 ENSAIO DE GENOTIPAGEM

A determinagdo dos polimorfismos foi realizada por reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa (gPCR), utilizando-se o QuantStudio 5 (Thermo Fisher
Scientific, Foster City, CA, USA), sob as seguintes condi¢cdes: Pre-read stage de 30
segundos a 60°C, hold stage de 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos (15
segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C) e um post-read stage de 30 segundos a
60°C. Para a genotipagem, foi utilizado o kit TagMan® SNP Genotyping Assay
[LGALS3 (ID C__ 7593635 1) IL-10 (C__1747362_10)], constituido por sondas
marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para complementar os

alelos em estudo. Os SNPs dos genes estéo descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Polimorfismos genéticos de LGALS3 e IL-10.

Gene ID Numero de identificagdo do SNP
LGALS3 C_7593635_1 (rs4644)
IL-10 C_1747362_10 (rs1800871)

Fonte: Thermo Fisher Scientific (2021).
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7.7 QUANTIFICACAO DE QUIMIOCINAS

As quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10 foram quantificadas em
amostras soro a partir do sistema Cytometric Bead Array (CBA) da Becton
Dickinson-BD kit Human Chemokine (BD Biosciences), seguindo as recomendacdes
do fabricante. Os dados foram adquiridos por meio do citbmetro de fluxo
FACSCalibur™ e analisados pelo software FCAP Array (v.3.0). Os niveis das
guimiocinas investigadas foram expressas em pg/mL e os respectivos limites de

deteccdo encontram-se apresentados no Quadro 5.

Quadro 5 - Limite de detecc¢éo das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10.

Quimiocinas Limite de deteccao /mL
CCL2 2.7
CCL5 1.0
CXCL8 0.2
MIG 2.5
IP-10 2.8

Fonte: Becton, Dickinson and Company BD Biosciences (2014).

7.8 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Os detalhes relacionados as frequéncias das variantes dos respectivos SNPs
nas populacdes foram verificados a partir do banco de referéncia do projeto 1000
genomas (http://www.ensembl.org/).

A partir desses dados, populacdes com frequéncias semelhantes do alelo
variante a populacdo estudada neste estudo foram selecionadas para analise do
desequilibrio de ligacdo (LD), realizado por meio de ferramentas baseadas na web,
associados ao Regulome DB (LDproxy) inseridas na plataforma do National Cancer
Institute —  Division of Cancer Epidemiology e  Genetics (NIH)
(https://ldlink.nci.nih.gov/?var=rs3731865&pop=YRI%2BCEU&genome_build=grch37
&r2_d=r2&window=500000&collapseTranscript=true&annotate=forge&tab=Idproxy).
Para a analise do LD, foram consideradas as populacées Han Chinese in Bejing,
China (CHB), Japanese in Tokyo, Japao (JPT), African (AFR), Ad Mixed American
(AMR) para rs4644 e AFR e AMR para rs1800871.

Para analises de redes funcionais de associacdo de proteinas foi utilizada a
plataforma online STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes/Proteins) versado 11.5 (https://string-db.org).


http://www.ensembl.org/
https://ldlink.nci.nih.gov/?var=rs3731865&pop=YRI%2BCEU&genome_build=grch37&r2_d=r2&window=500000&collapseTranscript=true&annotate=forge&tab=ldproxy
https://ldlink.nci.nih.gov/?var=rs3731865&pop=YRI%2BCEU&genome_build=grch37&r2_d=r2&window=500000&collapseTranscript=true&annotate=forge&tab=ldproxy
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7.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio do software
GraphPad Prism (versdo 8.0, San Diego, Califérnia, USA). Comparacdes entre as
variaveis categéricas foram realizadas a partir do teste qui-quadrado (X?). A forca da
associacao entre as variaveis foi estimada pelo Odds Ratio (OR), com intervalos de
confianca de 95%, sob significancia estatistica (p<0,05). Para comparacdo das
variaveis continuas entre dois grupos, foi aplicado o teste T-Student ou Mann-
Whitney. Para andlise entre trés grupos, foi utilizado o teste Kruskal Wallis e o teste
de multiplas comparacdes Dunn’s. Correlagdes entre os niveis das quimiocinas e 0s
pardmetros hematologicos e bioquimicos foram avaliadas pelo coeficiente de
correlagcdo de Spearman.

Em relacdo aos SNPs, as frequéncias foram avaliadas com base no modelo
genotipico (AA vs. Aa vs aa), modelo dominante (AA/Aa vs. aa), modelo recessivo
(AA vs. Aa/aa) e alélico (A vs. a) (CLARKE et al. 2011). Para verificar se a populacao
estd em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi utilizado a calculadora online de Michael
H. Court (2005-2008)
(http://lwww.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%20lab%20%20HW%?20calculator.
xIs).
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8 RESULTADOS
8.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E LABORATORIAIS

A populacédo do estudo foi composta principalmente por individuos do sexo
masculino, adultos jovens, com renda inferior a um salario minimo. A faixa etaria
verificada entre os grupos LV/HIV e HIV foi semelhante, 34 e 35 anos,
respectivamente, apresentando diferenga significativa quando comparado com a
idade média 24 (21-54) dos controles negativos (CN) (p=0,012 vs. p=0,003,
respectivamente). Os grupos de infec¢cdo possuem uma renda inferior a R$ 825,00,
enquanto que o grupo CN, em sua maioria, possuem renda superior a esse valor
(p<0,001). Diferencas significativas também foram verificadas em relacéo ao nivel de
escolaridade entre os grupos LV/HIV e HIV vs. CN (p=0,005) (Tabela 1).

Em relacdo aos parametros laboratoriais, os valores apresentados pelos

grupos LV/HIV e HIV n&o apresentaram diferengas significativas (Tabela 2).

Tabela 1 - Caracteristicas epidemiolégicas de 53 assintomaticos coinfectados

leishmaniose visceral/HIV, 90 monoinfectados HIV e 17 controles negativos (CN).

Caracteristicas LV/HIV HIV CN p
epidemioldgicas n=53 n=90 N=17
Sexo

Masculino 35 (66) 54 (60) 8 (47)

Feminino 18 (34) 36 (40) 9 (53) 0,372
Idade (anos) 34 (18-57)2 35 (17-58)° 24 (21-54)*°  0,012%0,003°
Renda

<825 43 (81)? 65 (72)° 1(6)*P

825-1650 8 (15)% 23 (26)° 12(70)*°

>1650 2 (4) 2 (2)° 4(24)*P <0,001*°
Escolaridade

0-8 26 (49)° 41 (45)° 1(6)*°

>8 27 (51)? 49 (55)° 16 (94)*° 0,005*P

Teste Qui-quadrado calculado por meio do software GraphPad Prism v.8.0.
®Resultado significativo entre os grupos LV/HIV e CN.
’Resultado significativo entre os grupos HIV e CN.
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Tabela 2 - Caracteristicas laboratoriais de 53 assintomaticos coinfectados
leishmaniose visceral/HIVV e 90 monoinfectados HIV.

Caracteristicas LV/HIV HIV p
laboratoriais n=53 n=90
Hemoglobina (g/Dl) 13,39 + 2,142 13,87 + 1,922 0,200
Leucécitos 5212 + 1850 5817 + 1587 0,055
(células/mm?)
Neutrofilos 2452 + 1222 3038 + 1265 0,065
(células/mm?)
Linfocitos T CD4+ 1919 + 892,9 1985 + 843,1 0,756
(células/mm?)
Linfocitos T CD8+ 867 (165-2779) 900 (332-3044) 0,190
(células/mm?)
Plaguetas 253000 (74000- 239000 (125000- 0,983
487000) 636000)

Carga viral
(copias/mL)

Indetectavel <50 37 (70) 65 (72)

50-100.000 15 (29) 19 (21)

>100.000 1(1) 6 (7) 0,315

Teste Qui-quadrado para variaveis categoricas e T Student ou Mann-Whitney para variaveis
guantitativas, calculado através do software GraphPad Prism v.8.0.

8.2 Frequéncias genotipicas e alélicas

As frequéncias alélicas e genotipicas de LGALS3 (rs4644) e IL-10
(rs1800871) de pacientes coinfectados LV/HIV e monoinfectados HIV sao
apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Considerando as frequéncias
genotipicas fornecidas, a populacédo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para LGALS3 (rs4644), os seguintes modelos de genétipos foram testados
(CC vs. AC vs. AA), dominante (AA vs. CC+AC) e recessivo (CC vs. AA+AC), sendo
o0 alelo C de referéncia e o A o variante.

Para o IL-10 (rs1800871), foram testados os modelos de genotipos (AA vs.
AG vs. GG), dominante (GG vs. AA+AG) e recessivo (AA vs. GG+AG), sendo o alelo
A de referéncia e o G o variante. Os resultados da analise revelaram a associagao
do polimorfismo IL-10 (rs1800871) com a coinfeccao LV/HIV. Ademais, o modelo
recessivo do rs1800871 foi significativamente associado ao grupo LV/HIV em
comparacao aos monoinfectados HIV (p=0,038; OR 1,840; IC 95% 0,996-3,312),

sendo o alelo A responsavel por conferir suscetibilidade a LV.
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Tabela 3 - Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene LGALS3
(rs4644), em pacientes coinfectados leishmaniose visceral/HIV e monoinfectados
HIV.

LGALS3 LV/HIV HIV Modelo p OR IC (95%)
+191 C>A (n=99) (n=196) genético
(rs4644)
Genotipos
cC 54(55)  103(53) (CC vs. AC) 0,947 1,017 0,612-1,669
AC 40(40) 75(38) (AC vs. AA) 0,223 0,520 0,200-0,404
AA 05(5) 18(9) (AA vs. CC) 0,227 0,529 0,206-1,517

AA+AC 45(45) 93(47) (CCvs. AA+AC) 0,745 1,083 0,665-1,780
CC+AC 94(94) 178(90) (AAvs. CC+AC) 0,211 0,526 0,208-1,427
Alelos

c? 148(75) 281(72) - - - -

AP 50(25) 111(28) (Avs. C) 0,430 0,855 0,578-1,252

Teste Qui-quadrado calculado por meio do software GraphPad Prism v.8.0.
Alelo de referéncia
®Alelo variante

Tabela 4 - Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene IL-10
(rs1800871) em pacientes coinfectados leishmaniose visceral/HIV e monoinfectados
HIV.

IL-10 LV/HIV HIV Modelo genético p OR IC (95%)
-819 A>G (n=98) (n=195)

(rs1800871)
Genotipos

AA 23(23) 27(14) (AA vs. AG) 0,059 1,895 0,986 -3,607

AG 40(41) 89(45) (AG vs. GG) 0,958 1,014 0,590-1,759

GG 35(36) 79(41) (GG vs. AA) 0,059 1,923 0,975-3.770

AA+AG 63(64) 116(59) (GG vs. AA+AG) 0.426 0.8158 0,489-1,364

GG+AG 75(76) 168(86) (AA vs. GG+AG) 0,038 1,840 0,996-3,312
Alelos

A? 86(44) 143(37) - - - -

GP 110(56) 247(63) (Avs. G) 0,09 1,350 0,949-1,913

Teste Qui-quadrado calculado através do software GraphPad Prism v.8.0.
®Alelo de referéncia
®Alelo variante

8.3 Desequilibrio de ligacéo

Doze SNPs proximos a rs4644 em desequilibrio de ligacdo (r*>0,8) foram
verificados nas populacbes CHB+JPT+AFR+AMR, sendo os SNPs rs67098772,
rs2147972, rs2075603, rs57970196, rs202132153 referentes ao gene LGALS3 e os
SNPs rs72718804, rs66871576, rs11621351, rs17832359 referentes ao gene
DLGAPS e trés ndo anotados (rs67805055, rs3825613, rs67756714) (Figura 11).
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Figura 11 - Andlise do desequilibrio de ligacao (LD) do rs4644 do gene LGALSS.
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O gréfico apresenta doze SNPs em desequilibrio de ligacdo (LD) com rs4644 (A/C)
representados por circulos amarelos sobrepostos acima de r’=0,8, e taxa de recombinacao
de 80 cM/Mb, sendo todos os SNPs localizados no cromossomo 14. Fonte:
https://ldlink.nci.nih.gov/?tab=Idproxy (Adaptado pela autora). Acesso: 05 jan. 2023.

Cinco SNPs proximos a rs1800871 (rs1800872, rs1518111, rs1518110,
rs3024490, rs1554286) em desequilibrio de ligacéo (r*>0,8) foram verificados nas
populacdes AFR+AMR (Figura 12). Essas variantes sao do gene IL-10.
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Figura 12 - Analise do desequilibrio de ligacdo (LD) do rs1800871 do gene IL-10.
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O gréafico apresenta cinco SNPs em desequilibrio de ligagdo (LD) com rs1800871 (A/G)
representados por circulos amarelos sobrepostos acima de r’=0,8, e taxa de recombinacéo
de 80 cM/Mb, sendo todos os SNPs localizados no cromossomo 1. Fonte:
https://ldlink.nci.nih.gov/?tab=Idproxy (Adaptado pela autora). Acesso: 05 jan. 2023.

8.4 Determinagao dos niveis séricos de quimiocinas

Diferengas significativas nos niveis de CCL2, CCL5, MIG e IP-10 foram
observadas entre os grupos LV/HIV e HIV (p<0,0001) (Figura 13 A, B, D, E), os
guais apresentaram-se mais elevados nos pacientes com HIV (Tabela 5). Quando
comparado os grupos LV/HIV vs. CN, os niveis das quimiocinas CCL5 e CXCL8
diferiram significativamente (p<0,05) (Figura 13 B, C). Assim como, para CXCLS8 e
MIG em relacdo aos grupos HIV vs. CN (Figura 13 C, D).
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Figura 13 - Comparacfes entre 0s niveis séricos de quimiocinas entre 0s grupos de

comparacoes.
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LV/HIV, pacientes assintomaticos coinfectados leishmaniose visceral/HIV (n=53); HIV, pacientes
monoinfectados HIV (n=90); CN, controles negativos (17); ns, ndo significativo, ***p<0,0001,

*%
p<0,001.
Teste Kruskal — Walls e Dunn’s; mediana e intervalo interquartil, calculado pelo software GraphPad

Prism v.8.0.

Tabela 5 - Niveis séricos das quimiocinas em pacientes assintomaticos coinfectados

leishmaniose visceral/HIV, monoinfectados HIV e controles negativos (CN).

Analito LV/HIV (n=53) HIV (n=90) CN (n=17)

CCL2 (pg/ml) 46,28 (12,67-317,6) _ 79,92 (5,13-386,9) 73,35 (26,44-180,8)
CCL5 (pg/ml)  3.275 (1.713-12482) 11.989 (4.276-2.822) 12.151 (2.962-2.651)
CXCL8 (pg/ml) 7,890 (1,140-112) 6,590 (0,9300-122,2) 3,480 (1,130-9,960)
MIG (pg/ml)  1.131 (267-10.155) 2.066 (341,6-10.822)  999,8 (386,3-2.223)
IP-10 (pg/ml)  396,1 (67,42-4617)  1.409 (18,3-13.832)  836,7 (108,8-2.666)

Dados apresentados como mediana com percentis 25 e 75 entre parénteses.

8.5 Correlagdes entre os niveis de quimiocinas e dados laboratoriais

As correlacbes entre os niveis das quimiocinas e parametros laboratoriais

entre coinfectados LV/HIV e monoinfectados HIV sdo mostrados nas Tabelas 6 e 7,
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respectivamente. Os niveis de CXCL8 correlacionou-se negativamente com a carga
viral (r=-0,34) nos coinfectados, e positivamente com a contagem de leucdcitos
(r=0,25) e neutrdfilos (r=0,36) nos monoinfectados HIV. Além disso, para 0 grupo
HIV, foram verificadas correlacdes positivas entre a CCL2 e contagens de leucdcitos
(r=0,23) e neutrofilos (r=0,54), e negativa entre MIG e contagens de linfécitos T
CD4+ (r=-0,21).

Tabela 6 - CorrelagBes entre as quimiocinas séricas e parametros hematoldgicos e

bioquimicos no grupo assintomatico coinfectado leishmaniose visceral/HIV.

LV/HIV MIG IP-10 CCL2 CCL5 CXCL8
Carga viral 0,21 0,07 -0,05 -0,04 -0,34°
(copias/MI)

Linfocitos T CD4+ -0,20 -0,18 0,18 0,04 0,15
(células/mm?)

Linfocitos T CD8+ 0,08 0,05 0,03 0,23 -0,03
(células/mm?)

Leucocitos -0,19 0,04 0,23 0,26 -0,09
(células/mm?®)

Neutréfilos -0,32 -0,05 0,25 0,04 0,06
(células/mm?)

Linfocitos -0,39 -0,19 0,16 0,08 -0,22
(células/mm?)

Hemoglobina (g/DlI) -0,23 -0,17 -0,08 -0,05 -0,22
Plaquetas -0,18 -0,11 0,03 0,01 0,07
Todos os valores representam o rho de Spearman.

4p<0,05

Tabela 7 - CorrelacBes entre as quimiocinas séricas e parametros hematologicos e

bioquimicos no grupo monoinfectado HIV.

HIV MIG IP-10 CCL2 CCL5 CXCLS8
Carga viral 0,12 0,01 -0,10 -0,09 -0,09
(copias/Ml)

Linfocitos T CD4+ -0,21% -0,16 0,16 -0,17 -0,06
(células/mm?)

Linfécitos T CD8+ -0,85 -0,03 0,11 -0,20 0,01
(células/mm?)

Leucécitos -0,05 0,02 0,23% -0,00 0,25%
(células/mm?)

Neutrofilos 0,15 0,06 0,54° 0,10 0,36°
(células/mm?)

Linfocitos -0,20 -0,12 0,17 0,02 -0,13
(células/mm?)

Hemoglobina -0,14 -0,03 0,13 0,13 -0,08
(9/Dl)

Plaguetas -0,08 -0,12 -0,09 0,00 -0,06

Todos os valores representam o rho de Spearman.
2p<0,05; "p<0,0005.
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Além disso, em pacientes assintométicos coinfectados LV/HIV, foram
observadas correlacbes estatisticamente positivas entre CXCL8 e CCL2 (r=0,40);
MIG e CCL2 (r=0,27); IP-10 e CCL2 (r=0,30); MIG e CCL5 (r=0,31) e IP-10 e MIG
(r=0,58) (Tabela 8). No grupo HIV, correlacdes estatisticamente positivas foram
observadas entre MIG e CXCL8 (r=0,46); MIG e IP-10 (r=0,75) e IP-10 e CXCL8
(r=0,29) (Tabela 9).

Tabela 8 - Correlacfes entre as quimiocinas séricas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e

IP-10 no grupo assintomatico coinfectado leishmaniose visceral/HIV.

LV/HIV CCL2 CCL5 CXCLS8 MIG IP-10
CCL2 - - - - -
CCL5 0,13 - - - -

CXCLS8 0,40° 0,18 - - -

MIG 0,27¢ 0,3 0,19 - -
IP-10 0,30° 0,26 0,18 0,58° -
Todos os valores representam o rho de Spearman.
%p<0,05
°p<0,005.

Tabela 9 - Correlacdes entre as quimiocinas séricas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-

10 no grupo monoinfectado HIV.

HIV CCL2 CCL5 CXCLS8 MIG IP-10
CCL2 - - - - -
CCL5 0,09 - - -

CXCL8 0,19 -0,01 - - -

MIG 0,74 0,13 0,46° - -

IP-10 0,01 0,15 0,29° 0,75° -
Todos os valores representam o rho de Spearman.
4p<0,005
®»<0,0005.

8.6 Analise das interacdes proteicas de CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10

Para avaliar possiveis interagdes entre as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS,
MIG e IP-10, foi gerada uma rede PPI (Interacdo Proteina-Proteina) por meio do
STRING (Figura 14), em que foi encontrada associacdo entre elas e demais
proteinas. Por sua vez, a analise de caminhos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) indicou a associacdo das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS8 e
CXCL10 com a leishmaniose (hsa05140). Adicionalmente, CXCL8 foi associado a
sinalizacdo purinérgica na infeccdo por leishmaniose (hsa9660826) e a CCL5 a

infeccdo por Leishmania (hsa9658195) pelo Reactoma.
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Figura 14- Rede de interacdo das proteinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10.

E

Rede de interacédo proteica da CCL2 (A), CCL5 (B), CXCLS8 (C), IP-10 (D) e (E) MIG.
Fonte: STRING (https://string-db.org/cgi/). Acesso: 10 jan. 2023.


https://string-db.org/cgi/
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9 DISCUSSAO

Este estudo confirmou a associacéo entre o polimorfismo IL-10 (rs1800871) e
a LV em pacientes com HIV, sendo o alelo A responsével por conferir suscetibilidade
a doenca. Além disso, verificamos niveis significativamente elevados das
quimiocinas pro-inflamatorias CCL2, CCL5, MIG e IP-10 entre individuos
monoinfectados HIV e associacdo negativa entre CXCL8 e carga viral no grupo de
coinfeccao LV/HIV.

Os achados epidemiolégicos evidenciam maior possibilidade de ocorréncia do
HIV e LV em populacdes com baixo acesso a educacdo e uma menor renda.
Aspectos socioecénomicos como estes, também foram associados a incidéncia do
HIV no estudo de Torres et al. (2021) e para LV no estudo de Luz et al. (2021)
desenvolvidos no Brasil.

Estudos anteriores relataram a influéncia do gene da Gal-3 (LGALS3) na
interacdo entre patégeno e hospedeiro, envolvendo a imunidade inata e adaptativa
(BHAUMIK et al.,, 2013; FERMINO et al., 2013; SILVA et al, 2017). Em
camundongos infectados por Trypanosoma cruzi knockout para LGALS3, foi
observado o aumento da parasitemia e reducdo do recrutamento de leucécitos
devido a diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias (SILVA et al., 2017). Na infeccao
por L. (L) donovani, a Gal-3 foi correlacionada positivamente com a frequéncia de
células mononucleares, com as citocinas IFN-y e IL-10 e com 0 aumento dos niveis
de expressao de sitios de ligacdo da Gal-3 em locais infectados, quando comparado
com controles saudaveis (DATTA et al., 2019).

A presenca de polimorfismos neste gene podem influenciar negativamente ou
positivamente a infeccdo alterando a expressao ou atividade da proteina (KALANI;
CHOOPANIZADEH; RASOULI, 2019). Selecionamos o rs4644 (LGALSS3), que
corresponde a uma mutacdo missense, caracterizada pela mudanca da citosina (C)
pela adenina (A), e, consequentemente, a alteracdo da prolina pela histidina na
proteina resultante. O alelo variante A (Hist) esta associado com a alteracdo da
disponibilidade da  proteina, sendo preferencialmente clivada pelas
metaloproteinases MMP2 e MMP9. Segundo Furuya et al. (2018), por meio de
analises in silico pelos softwares Polyphen-2 e SIFT, essa substituicdo demonstrou
ser potencialmente deletéria para a funcéo de proteina. Nao ha estudos envolvendo

esse polimorfismo na LV e nem em casos de coinfecgdo LV/HIV. Aqui, verificamos



68

gue néo houve associacao significativa com os grupos avaliados. As frequéncias
alélicas (C e A) encontradas (Tabela 2) foram semelhantes ao observado em outro
estudo (71% e 29%) desenvolvido no Brasil, que verificou a associacdo do genaotipo
AA a niveis reduzidos de Gal-3 e a suscetibilidade ao desenvolvimento de infeccéo
em trato respiratério em criancas com anemia falciforme (BELMONT et al., 2016).
Esse SNP também esteve associado a progressao de cancer gastrico (FURUYA et
al., 2018) e a artrite reumatoide (XU et al., 2021). Em contrapartida, em um estudo
envolvendo a Doenca de Chagas, também néo foram observadas associacfes entre
o polimorfismo e o desenvolvimento da doenca (CRUZ et al., 2015), demonstrando
resultados semelhantes quando avaliado infeccbes por tripanossomatideos.

Quando analisado o genoma, sabe-se que um conjunto de variantes em
desequilibrio de ligacdo (LD) podem influenciar a expressao do gene relacionado
(FARH et al., 2014). Nesse aspecto, a presenca de doze SNPs em desequilibrio de
ligacdo com rs4644, sobretudo aqueles localizados no mesmo gene (LGALS3),
podem estar associados a suscetibilidade a coinfeccdo LV/HIV. Assim, o papel
desses SNPs, em particular rs4644, necessita de investigacdes adicionais
envolvendo um tamanho amostral maior.

Nossos resultados confirmaram a associagdo do modelo recessivo (AA vs
GG+AG) do SNP -819 IL-10 (rs1800871) com a coinfeccdo LV/HIV, sendo o alelo A
responsavel pela suscetibilidade. Destaca-se que a primeira evidéncia de que
polimorfismos presentes neste gene poderiam estar associados a LV foi
demonstrada por Hajilooi et al. (2013) em uma populacéo do noroeste do Ird, o qual
identificaram o gendtipo heterozigoto do SNP -819 IL-10 significativamente
associado com a suscetibilidade a LV em pacientes sintomaticos, quando
comparado com pacientes assintomaticos e individuos saudaveis (p<0,05).

Segundo Salhi et al. (2008), esse genoétipo estaria relacionado aos novos
sitios de ligacédo de fatores de transcricdo, estando associado a regulacéo positiva
da IL-10. Deste modo, esse SNP possibilita 0 aumento dos niveis da citocina, que
atua influenciando a supressdo de respostas imunes e, conseguentemente,
favorecendo a suscetibilidade as doencas. Para Hajilooi et al. (2013), ndo esté clara
a relacéo deste genotipo com niveis de expressao elevados da IL-10; no entanto, é
sugerido mecanismos epigenéticos que aumentam a eficiéncia do promotor em
heterozigotos, favorecendo a expressdo mais acentuada desta molécula.

Ndo ha estudos que avaliem esse polimorfismo entre individuos com
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coinfeccado LV/HIV, em comparacdo aos monoinfectados HIV, sendo este trabalho
pioneiro na avaliagdo da associacdo de IL-10 (rs1800871) nesta populacéo.
Ademais, a presenca de outros SNPs do gene da IL-10 proximos ao rs1800871,
podem também estar associados a coinfeccédo LV/HIV. Desse modo, incentivamos a
realizagdo de estudos funcionais com a IL-10 no intuito de melhor compreender o
papel do SNP rs1800871 na expressao desta molécula e suscetibilidade a LV entre
pacientes com coinfeccao pelo HIV.

Além dos fatores genéticos envolvidos, a investigacdo dos niveis circulantes
de moléculas imunoldgicas, podem indicar provaveis desfechos clinicos da doenca
(BARBOSA-JUNIOR et al., 2020b). Em um estudo realizado anteriormente,
pacientes sintomaticos coinfectados LV/HIV apresentaram aumento dos niveis de
citocinas anti-inflamatorias (IL-10) e reducéo das proé-inflamatérias (IL-2 e TNF) em
comparacdo aos monoinfectados pelo HIV e individuos saudaveis (p<0,001)
(ABDULLAHI et al., 2020). Esses achados podem sugerir que a monoinfeccao pelo
HIV pode apresentar um perfil pré-inflamatério mais significativo que na coinfec¢éo
LV/HIV. Na presenca de Leishmania spp., mecanismos supressores da resposta
imune protetora sdo mais proeminentes, especialmente durante a infeccao
sintomética, devido acdo sinérgica que ambos o0s patdégenos promovem no
hospedeiro, reforcando mutuamente sua replicacdo, e, consequentemente a
gravidade da doenca (ANDARGIE; EJARA, 2015; ABDULLAHI et al.,2020). Essa
visdo pode ser corroborada a partir dos achados deste estudo, em que a analise
comparativa das quimiocinas proé-inflamatérias CCL2, CCL5, MIG e IP-10 entre os
grupos LV/HIV e HIV demonstrou variagdes significativas entre eles, apresentando-
se mais elevadas no grupo HIV. Por sua vez, os niveis verificados dessas
guimiocinas no grupo LV/HIV podem sugerir um ambiente inflamatério associado a
uma resposta imune bem estabelecida, visto que a populacédo envolveu individuos
assintomaticos e em uso de HAART, apresentando em sua maioria carga viral
indetectavel (<50 copias/mL).

Verificamos que os niveis de CCL2 néo foram associados a coinfeccdo
LV/HIV, quando comparada com o grupo HIV e controles negativos, ao passo que a
CCL2 revelou associacdo positiva com a contagem de leucdcitos e neutrofilos e
maiores niveis no grupo HIV. Por outro lado, no estudo de Ibarra-Meneses et al.
(2017b), os niveis de CCL2 estavam associados significativamente a LV quando

comparado com controle negativo, sendo apontada como um importante
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biomarcador de infeccdo assintoméatica e de cura. Neste estudo, sugerimos
provaveis mecanismos associados a coinfeccao LV/HIV que afetem os niveis dessa
molécula e consequentemente a sua participacdo no desenvolvimento de uma
resposta imune protetora.

No estudo de Sisay et al. (2014), foi verificada associacdo negativa entre a
CCL5 e a carga viral e maiores niveis dessa quimiocina em individuos com HIV
guando comparado aos controles saudaveis, sugerindo o envolvimento desta
molécula na regulacdo do HIV. Entretanto, em nosso estudo, ndo houve diferencas
significativas entre os individuos HIV e controles negativos. Além disso, 0s niveis
significativamente elevados de CCL5 entre os controles negativos quando
comparado com individuos coinfectados LV/HIV podem sugerir um quadro
inflamatorio influenciado por fatores desconhecidos no momento da coleta nesses
individuos.

Nesse estudo, verificamos associacao negativa entre CXCL8 e carga viral no
grupo LV/HIV, ndo sendo observada essa associacdo no grupo HIV, sugerindo que a
LV pode modular a producdo dessa quimiocina em caso de coinfec¢cdo com HIV. A
associacdo da CXCL8 com a LV também foi apontada em outros estudos, como o
de Ibarra Menezes et al. (2017c) em que a quimiocina foi sugerida como importante
biomarcador de infeccdo assintomética. Por outro lado, diferencas significativas em
relacdo aos niveis de CXCL8 entre o grupo HIV e controle negativo verificado em
nosso estudo, assim como, associacdo positiva de CXCL8 com a contagem de
leucécitos e neutréfilos no grupo HIV podem sugerir mecanismos de modulagéo da
quimiocina envolvendo a infecgéao pelo HIV.

Ao contrario de nossos achados para MIG e IP-10, Botana et al. (2019)
verificaram niveis significativamente aumentados dessas quimiocinas em amostras
de plasma e células mononucleares de sangue periférico (PBMC) estimuladas com
SLA de individuos assintomaticos LV/HIV, quando comparado aos controles
monoinfectados HIV em area endémica para L. infantum (Fuenlabrada, Espanha).
Essa diferenca pode ser atribuida ao tipo de amostra utilizada e a dosagem apos
estimulacdo de amostras com SLA, além de fatores inerentes aos hospedeiros,
como 0s aspectos genéticos e imunoldgicos que podem variar entre diferentes areas
do globo.

Correlacdes positivas entre as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, MIG e IP-10

e associacdo das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8 e CXCL10 com a leishmaniose
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(hsa05140) verificados por meio da plataforma STRING, podem indicar acgbes
sinérgicas entre elas ao participarem conjuntamente de processos mecanismos
inflamatoérios associados ao controle da infec¢do. Segundo Barbosa Junior et al.
(2020b), a acao sinérgica entre citocinas na coinfeccao LV/HIV pode ser facilitada

pela relacdo mutua que ocorre entre Leishmania spp. e o HIV no hospedeiro.
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10 CONCLUSAO

e Resultados da analise epidemiolégica e laboratorial foram pareados, sem
distincdo entre os grupos LV/HIV e HIV;

e Menor renda e tempo de estudo foram verificados nos grupos LV/HIV e HIV, o
qual indica uma maior incidéncia de infeccdo pelo HIV e LV em populacbes
socioeconomicamente mais desfavorecidas;

¢ Nao foi possivel observar diferenca estatistica entre os grupos LV/HIV e HIV para
0 SNP LGALS3 rs4644;

e Sugerimos o SNP IL-10 rs1800871 como biomarcador da coinfec¢do LV/HIV;

e Niveis significativamente elevados das quimiocinas CCL2, CCL5, MIG e IP-10
entre os pacientes monoinfectados pelo HIV sugerem ambiente pré-inflamatorio
mais significativo nesta condicao;

e Correlagbes positivas entre as quimiocinas no grupo coinfectado LV/HIV e o
compartilhamento de redes de interagcdo podem sugerir acdes sinérgicas entre
elas na coinfeccéo;

e A associagdo negativa entre a CXCL8 e a carga viral na coinfecgdo LV/HIV
sugere possiveis interacbes entre a Leishmania spp. e o HIV com efeitos

importantes na resposta imune do hospedeiro.
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